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略語 
AIDS  acquired immunodeficiency syndorome 
HIV  human immunodeficiency virus 
LTR  Long terminal repeat 
CD4  Cluster of Differentiation 4 
CCR5  C-C Chemokine Receptor type 5 
CXCR4  C-X-C Chemokine Receptor type 4 
PIC  preintegration complex 
SIV   simian immunodeficiency virus 
MDM  monocyte derived macrophage 
DCAF1  DDB1- and CUL4-associated factor-1 
DDB1  damage-specific DNA binding protein 1 
CUL4A  Cullin4A 
SLX4  SYCP3-like X-linked 4 
MUS81  mutagen-sensitive 81 
ATR   ataxia telangiectasia and Rad3 related 
Mfn2  mitofusin 2 
Fucci  fluorescent ubiquitination based cell-cycle indicator 
Cdt1  Cdc10-dependent transcript 1 
mKO2  monomeric Kusabira-Orange2 
mAG1  monomeric Azami-Green1 
ECFP  enhanced cyan fluorescent protein  
FRET   fluorescence resonance energy transfer 
DD  destabilization domain 
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FBS  fatal bovine serum 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
PCR  polymerase chain reaction 
NES  nuclear export signal 
MOI  multiplicity of infection 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
PBS  Phosphate buffered saline 
HRP  horseradish-peroxidase 
PI  propidium iodide 
Chk1  checkpoin kinase 1 
HIP1  Huntingtin interacting protein 1 
ANTH  AP180 N-terminal homology 
THATCH talin-HIP1/R/Sla2p actin-tethering C-terminal homology 
NLS  nuclear localization signal 
HIPPI  HIP1 protein interactor 
PBMC  peripheral blood mononuclear cell 
M-CSF  macrophage-colony stimulating factor 
mRFP  monomeric red fluorescent protein 
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要旨  
【目的と意義】 
ヒト免疫不全ウイルス 1 型（HIV-1）アクセサリータンパク質の一つ Vpr は
核移行、G2期停止およびアポトーシスの誘導等、複数の機能を発揮する多機能
性タンパク質であり、HIV-1 の複製とエイズ病態に大きな役割を果たしている
ことが明らかになっている｡ 中でも、HIV-1の Long terminal repeat（LTR）
の転写活性が G2期において最も高くなることから、Vpr 誘導性 G2期停止はウ
イルス複製に重要な働きをしていると考えられている。また、Vpr によるアポ
トーシスの誘導は CD4陽性リンパ球の減少を惹起し、エイズの発症に寄与して
いると示されている。しかし、これまでに Vpr が誘導するこれら２つの機能の
関連性に関する多くの報告がなされてきたが、一定の見解は得られていない。 
本研究では、Vpr誘導性 G2期停止とアポトーシスの関係を解明するため、細
胞周期の変化を核内蛍光の変化により解析できる fluorescent ubiquitination 
based cell-cycle indicator2-expressing HeLa (HeLa/Fucci2) 細胞、アポトーシ
スの実行因子である Caspase-3 の活性化を fluorescence resonance energy 
transfer 効率の変化をもとに生細胞においてモニタリングすることが可能な
SCAT3.1 およびタンパク質の発現を迅速に調節できる ProteoTuner Shield 
Systemを用いて、単一の Vpr発現細胞における細胞周期とアポトーシスの動態
をライブセルイメージング技術により解析した。続いて､Vpr誘導性 G2期停止
の機構を詳細に明らかにするために、siRNA ライブラリーを用いて G2 期停止
に関与する新規宿主因子の探索を行い、Vpr誘導性 G2期停止の機構を解析した。 
 
【材料と方法】 
 Vpr および SCAT3.1 を共発現するベクターを HeLa/Fucci2 細胞に導入し、
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24時間後からインキュベータ付属の顕微鏡LCV110を用いてライブイメージン
グを行い、Vpr 発現細胞における細胞周期と Caspase-3 の活性の変化を解析し
た。また、血清飢餓により細胞周期を G1 期に同調させた HeLa/Fucci2 細胞に
アデノウイルスベクターを用いて Vpr を発現させライブイメージングを行い、
細胞周期の動態とアポトーシスの関係を詳細に解析した。さらに、ProteoTuner 
Shield Systemを用いて Vpr誘導性 G2期停止の可逆性を解析した。 
HeLa細胞に siRNAライブラリーおよびVpr発現プラスミドを共導入し、Vpr
誘導性 G2期停止を抑制する siRNAの探索を行った。同定された宿主因子の発
現ベクターを構築し、蛍光抗体法、免役沈降法および GST pull-down法を用い
て、その局在や Vprとの結合を調べるとともに、マクロファージでのHIV-1感
染における役割を解析した。 
 
【結果】 
１）Vpr発現細胞のライブイメージング 
Vprによる G2期停止とアポトーシスの関係を明らかにするため、Vprおよび
SCAT3.1を共発現するベクターを HeLa/Fucci2細胞に導入し、ライブイメージ
ングを行った。その結果、41.5%の細胞において、G2 期停止を伴わずに G1 期
で、細胞膜の突起や細胞の断片化といったアポトーシス様の形態変化および
SCAT3.1 の蛍光の変化が観察された。一方、その他の細胞は全て、G2 期停止
が誘導され、その後、M期へと細胞周期が進行した。それらの細胞のうち、11.3%
は M 期で、9.4%は核の不分離や異常な細胞分裂の後に、SCAT3.1 の蛍光の変
化を伴ってアポトーシスが誘導された。これらの結果から、Vpr は G２期停止
を惹起するが、G2期ではアポトーシスを誘導せず、主に G1およびM期におい
て Caspase-3 依存的なアポトーシスを誘導することが明らかになった。Vpr 誘
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導性 G2期停止とアポトーシスの時間的な関係性をより詳細に検証するために、
細胞周期を同調させた HeLa/Fucci2細胞に、アデノウイルスベクターを用いて
Vprを発現させ、ライブイメージングを行った。その結果、97.8%の細胞が G2
期停止を起こし、その他の細胞は G1期においてアポトーシス様の形態変化を示
した。G2 期停止を起こした細胞のうち、わずか 5.5%の細胞においてのみ G2
期でアポトーシス様の形態変化が観察され、残りの細胞は細胞周期が停止した
ままか、細胞周期が M期または G1期に進行した後にポトーシス様の形態変化
を起こしていた。以上の結果から、Vprは G2期停止を引き起こすにも関わらず、
アポトーシスは G2 期ではなく G1 および M 期において誘導することが立証さ
れた。さらに、ProteoTuner Shield Systemを用いて Vpr誘導性 G2期停止の
可逆性を解析した結果、Vpr の発現を 23 時間で停止した場合、G2 期停止およ
びそれに伴うアポトーシスを起こす細胞の割合は 42.7%減少した。この結果か
ら、Vprによる G2期停止が可逆的であること、G2期停止後のアポトーシス誘
導には Vprの継続的な発現が重要であることが示唆された。 
 
２）Vprによる G2期停止関連新規宿主因子の探索 
siRNA ライブラリーを用いて、Vpr 誘導性 G2 期停止関連因子の探索を行っ
た結果、256種類中 11種類の siRNAを Vpr発現ベクターと共導入にした際に
G2期停止の抑制が確認された。 
その中の一つ、Huntingtin interacting protein 1 (HIP1) について解析を進
めた。HIP1はハンチントン病の原因タンパク質である Huntingtinと結合する
因子として同定された 116kDaのタンパク質で、核と細胞質をシャトリングし、
転写制御に関与していること等が知られている。まず、配列の異なる 2 種類の
siRNA を用いて、Vpr による G2 期停止に対する効果を解析したところ、どち
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らの siRNAも濃度依存的にVpr誘導性G2期停止を抑制していた。続いて､HIP1
をノックダウンした細胞にHIP1発現ベクターを導入してHIP1を強制発現させ
た場合、部分的にではあるが Vprの G2期停止誘導能が回復した。また、HIP1
が Vpr 誘導性 G2 期停止に特異的に関与しているかどうかを、トポイソメラー
ゼⅡの抑制剤でDNA二本鎖切断を介してG2期停止を誘導するエトポシドを用
いて解析した。その結果、HIP1のノックダウンはエトポシド誘導性 G2期停止
を抑制しなかった。これらの結果から、HIP1は Vpr誘導性 G2期停止に特異的
に関与していることが明らかになった。 
VprはDCAF1等とユビキチンリガーゼ複合体を形成しDNA二本鎖切断を誘
導することで G2期停止を誘導する。そこで、HIP1のノックダウンが Vpr発現
細胞における DNA 二本鎖切断のマーカーである γ-H2AX のフォーカス形成に
与える効果を共焦点レーザー顕微鏡にて解析した結果、興味深いことに、HIP1
のノックダウンは γ-H2AX のフォーカス形成を抑制しなかった。これらの結果
から、Vprは HIP1を介して DNA二本鎖切断を伴わずに G2期停止を誘導する
ことが明らかになった。次に、Vpr と HIP1 の結合を免疫沈降法および GST 
pull-down法を用いて解析した結果､Vprは HIP1と直接結合していることが明
らかになった。続いて、HIP1の局在に対する Vprの効果を調べた。HeLa細胞
に Vpr および HIP1 を強制発現させ、蛍光抗体法により各々のタンパク質の局
在を共焦点レーザー顕微鏡にて解析したところ、Vpr発現細胞において、HIP1
の核局在が促進していた。HIP1が核に局在することが G2期停止に重要である
と考え、HIP1の核局在が細胞周期に与える効果を解析した。HIP1強制発現細
胞をジギトニンで処理し細胞質中のタンパク質を溶出させ、蛍光抗体法により
核内 HIP1のみを検出し、核内にHIP1が局在している細胞の細胞周期を解析し
た結果、G2 期停止が認められた。最後に、マクロファージにおける HIV-1 感
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染に対する HIP1のノックダウンの効果を解析した。その結果、HIP1のノック
ダウンにより Vpr依存的に HIV-1の感染性が低下した。 
 
【考察】 
Vpr 発現細胞のライブイメージングの結果から、Vpr は G2 期停止を誘導す
るにも関わらず G2期にはアポトーシスを誘導せずに、細胞周期が進行した後、
M または G1 期においてアポトーシスを誘導することが明らかになった。この
ことから Vpr は HIV-1 感染において G2 期停止を誘導することで LTR の転写
活性を高めウイルス複製を最大限に促進し、M 期へと細胞周期が進行した後に
アポトーシスを引き起こすと考えられる。 
 Vprによる G2期停止に関与する新規宿主因子の探索の結果、HIP1の同定に
成功した。HIP1のノックダウンは Vprによる γ-H2AXのフォーカス形成に影
響を与えなかったことから、Vprは HIP1を介して DNA二本鎖切断の誘導とは
非依存的な新たな経路でも G2期停止を引き起こすことが明らかになった。Vpr
発現細胞において HIP1 の核局在が促進していたこと、および HIP1 が単独で
核に局在する場合にも G2期停止が認められたことから、Vprが HIP1の G2期
停止誘導能を促進すると考えられる。また、HIP1のノックダウンがマクロファ
ージにおける HIV-1の感染を Vpr依存的に抑制したことから、Vprは HIP1の
核局在の促進を介して HIV-1感染を促進していると考えられる。
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緒論 
1.後天性免疫不全症候群（AIDS）  
後天性免疫不全症候群（acquired immunodeficiency syndorome; AIDS）は、
1981 年にサンフランシスコで男性同性愛者の日和見感染症として発見された
(1) 。同年６月頃、米国防疫センターが中心となり疫学調査と疾患概念の確立が
なされ、1983年にフランスのパスツール研究所のMontagnierのグループによ
って、AIDS の病因ウイルスとしてヒト免疫不全ウイルス（ human 
immunodeficiency virus; HIV）が単離された(2) 。その翌年には、米国の Gallo
を中心とするグループによって、ヒト免疫不全ウイルス 1型（HIV-1）が AIDS
の病原体であるというウイルス学的にも血清学的にも確実な証拠が提示され
(3) 、同年 HIV-1 の約１万塩基からなる DNA の配列が決定された。さらに、
1986年には、西アフリカにおいてヒト免疫不全ウイルス 2型（HIV-2）が分離
され(4) 、HIV-1および HIV-2は CD4陽性リンパ球およびマクロファージに感
染し、長い潜伏期を経て、宿主の免疫系を破壊することが明らかになった。 
 
2.ヒト免疫不全ウイルス 1 型（HIV-1）  
レトロウイルス科、レンチウイルス亜科に属する HIV-1 は、プラス鎖
single-stranded RNAウイルスで、Long terminal repeat（LTR）をプロモータ
ーとして持ち、センス鎖にコードされている遺伝子は 9 種類で、全てのレトロ
ウイルスに共通してみられる構造遺伝子 gag、pol、env、調節遺伝子 tat、rev
に加え、従来のレトロウイルスにはない遺伝子 vpr、vpu、vif、nefを有してい
る（図 1）。この 4 種の遺伝子は、in vitro におけるウイルス増殖には必須でな
いことから、アクセサリー遺伝子と呼ばれているが、ある種の細胞およびサル
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感染実験において、それぞれのタンパク質が必須であることや必須ではなくと
も重要な機能を発現していることが明らかになっている。 
 
3.HIV-1 の生活環  
HIV-1の生活環（図 2A）は、まずレセプターである Cluster of Differentiation 
4（CD4）とコレセプターである C-C Chemokine Receptor type 5（CCR5）、
C-X-C Chemokine Receptor type 4（CXCR４）を介して、CD4陽性リンパ球
やマクロファージ等の細胞に吸着する(5,6)ことから開始する。ウイルスと細胞
の融合後、脱核した後に RNAが DNAに逆転写され、preintegration complex
（PIC）を形成し、核へ移行する(7)。核移行後、宿主細胞の染色体 DNAにウイ
ルスゲノム DNA を組み込み、プロウイルスとなる。その後、LTR のプロモー
ター活性の上昇によりプロウイルスからの転写が起き、子孫のウイルスが産生
される。発芽したての HIV粒子は未成熟体であるが、発芽後しばらくして成熟
体と呼ばれる粒子の中に弾丸状の核様態を形成し（図 2B）、未成熟体と比較し
て安定に存在するようになる。 
 
4.AIDS の病態と治療  
HIV-1に感染した直後の生体では、血中CD4陽性リンパ球数が劇的に減少し、
発熱を伴う急性のウイルス複製が認められる。この期間は急性感染期と呼ばれ
ている。しかし、複製されたウイルスに対する細胞傷害性 T リンパ球の出現や
液性免疫の結果、急性感染期は一過性となる(8-10)。しかしながら、免疫応答後
もウイルスは生体から完全には排除されずに、プロウイルスとして潜伏し、生
体内に存在し続ける（無症候期）(11-13)。無症候期は数年から十数年とも考え
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られており、この期間は HIV-1と宿主免疫との戦いの期間と考えられる。長い
無症候期後、潜伏感染細胞においてHIV-1の複製が再開し、新規感染によりCD4
陽性リンパ球が減少すると AIDSが発症する。AIDS発症者は日和見感染を起こ
した後に、ニューモシスチス肺炎やカポジ肉腫などの生命に危険が及ぶ重篤な
症状を呈してくる。 
図 2Aに示す HIV-1の生活環をもとに開発された逆転写酵素阻害剤 2剤とプ
ロテアーゼ阻害剤 1剤の 3剤を併用した多剤併用療法(14,15)によって AIDS発
症を遅らせることが可能となったが、副作用や耐性ウイルスの出現といった問
題を抱えている。そのため、異なる作用点を標的とした抗 HIV-1薬の開発が急
務となっており、近年 CCR5 拮抗剤やウイルスと細胞の融合阻害剤、インテグ
レース阻害剤が開発され、臨床に利用されている。 
 
5. HIV-1アクセサリータンパク質Vpr 
 アクセサリー遺伝子の一つである vpr は、HIV-1、HIV-2 および多くのサ
ル免疫不全ウイルス（simian immunodeficiency virus; SIV）などの霊長類レン
チウイルスゲノム間で保存されている(16)。その遺伝子産物は 96アミノ酸残基
からなる分子量約 15 kDa のタンパク質で、ウイルス粒子内に取り込まれる
(17,18)。Vprの HIV-1感染およびエイズ発症における意義は、ヒト末梢血単核
球由来マクロファージ（monocyte derived macrophage; MDM）を用いた in 
vitro および in vivo 感染実験において明らかになっている｡例えば､MDM を用
いた HIV-1感染においては、Vprがウイルス複製を強く促進していることが報
告されている(19-21)。さらに、アカゲザルを用いた Vpr欠損型 SIVの感染実験
やヒト化マウスを用いたHIV-1感染実験などの in vivoにおいて、VprがHIV-1
感染およびエイズ発症に非常に重要であることが明らかになった(22,23)。一方､
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ヒト CD4 陽性リンパ球およびヒト CD4 陽性リンパ球由来の細胞株を用いた
HIV-1感染において、野性型ウイルスと比較して Vprを欠損したウイルスは大
きな増殖抑制が認められないことが知られている(24)。Vprは核磁気共鳴分光法
を用いた立体構造解析により三つの α へリックス構造を形成していることが示
された（図3）(25)。Vprは、αへリックス3を介してDDB1- and CUL4-associated 
factor-1 (DCAF1)、damage-specific DNA binding protein 1 (DDB1)、Cullin4A 
(CUL4A) 等の宿主因子と相互作用することでユビキチンリガーゼ複合体を形
成する（図 4）。この複合体を介して、Vprは SYCP3-like X-linked 4（SLX4）
複合体の活性化およびmutagen-sensitive 81 (MUS81) の分解を促進し、DNA
を切断する(26)。その結果として、ataxia telangiectasia and Rad3 related 
（ATR） が活性化され、Vprは G2期停止を誘導する(27-34)。また、ミトコン
ドリアに局在するタンパク質の一つ mitofusin 2（Mfn2）を分解することでミ
トコンドリアの膜電位の低下を引き起こし、その結果としてアポトーシスを誘
導すことや(35)、MDM において RNA サイレンシングに重要な RNase である
Dicer を分解することで HIV-1 の感染を促進することが明らかになっている
(36)。また、Vprは spliceosome-associated protein 145と結合することでスプ
ライシングを制御する (37-39)。この結合には、αへリックス 3中の 67番目の
ロイシン残基が重要である。一方、Vpr はカルボキシ末端において p300/CBP
と結合し、p300/CBPを LTRにリクルートすることで HIV-1 LTRの転写活性
を高めることが知られている(40)。さらに、Importin αと αへリックス 1およ
び核膜孔複合体と α へリックス 3 との相互作用を介して、マクロファージにお
ける PICの核移行に関与することも報告されている(20,41-43)。
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第 1 章 Vpr 発現細胞のライブイメージング  
1-1.  緒言  
Vprは感染細胞においてG2期停止やアポトーシスを誘導する。HIV-1のLTR
からの転写活性が G2期に最大となることから、Vpr誘導性 G2期停止はウイル
ス複製にとって重要であると考えられる(44,45)。事実、Vpr の G2 期停止誘導
能は霊長類のレンチウイルスにおいて、高度に保存された機能であることが明
らかになっている(46,47)。また、アポトーシスの誘導は免疫の抑制や CD4陽性
リンパ球の減少を惹起することから、AIDS 発症に大きな役割を果たしている
(48-50)。しかし、これまでに Vpr が誘導するこれら２つの機能の関連性に関す
る多くの報告がなされてきたが、Vpr誘導性アポトーシスが G2期停止の結果と
して引き起こされるのか、または G2期停止とは非依存的に誘導されるのか一定
の見解を得られていない。 
Vpr誘導性 G2期停止に重要な ATRに対する抑制剤であるカフェインで処理
した細胞は、Vpr誘導性 G2期停止が抑制されるだけでなく、アポトーシスも抑
制される(51)。また、チミジン処理により細胞周期を G1/S期で停止させた細胞
においても、Vpr によるアポトーシスが認められない(52)。これらの結果は、
Vpr誘導性アポトーシスが G2期停止に依存していることを証明している。一方
で、Vpr誘導性アポトーシスが G2期停止に依存しないことを示した報告も多く
ある。例えば、G2期停止を誘導するがアポトーシスを誘導しない Vpr変異体の
存在が報告されている(53,54)。加えて、組換え Vprがミトコンドリア外膜上の
タンパク質と直接結合し、ミトコンドリアの膜電位の低下を引き起こすことで
G2 期停止とは非依存的にアポトーシスを誘導することも知られている(55,56)。
さらに、私の所属する研究室では、Vprの C末端欠損変異体 C81が G2期停止
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ではなく G1 期停止を誘導しアポトーシスを誘導することを報告している
(57-60)。このように、不明な点の多い Vpr誘導性 G2期停止とアポトーシスの
関係性について明確にするためには、細胞周期とアポトーシスの動態を単一の
細胞で経時的にイメージング解析することが望まれる。 
細胞周期の進行を生細胞においてリアルタイムで可視化するために、
fluorescent ubiquitination based cell-cycle indicator（Fucci）が開発された(61)。
Fucci は細胞周期の特定の時期にのみ発現する Cdc10-dependent transcript 1
（Cdt1）と Geminin の切断型変異体に、それぞれオレンジ色蛍光タンパク質
（monomeric Kusabira-Orange2; mKO2）と緑色蛍光タンパク質（monomeric 
Azami-Green1; mAG1）とを融合し、細胞周期の可視化を可能にした蛍光プロ
ーブである。Cdt1は G1期において、Gemininは S/G2/M期において発現が認
められる。この一過性な発現は、Cdt1が S/G2/M期において、Gemininが G1
期においてユビキチン・プロテアソーム系により分解されることに依存してい
る。Fucciでは、Cdt1の 30番目から 120番目までのアミノ酸と Gemininの 1
番目から 110 番目のアミノ酸を利用している。これらの領域にはユビキチン化
ドメインが含まれているため、これらの切断型変異体に蛍光タンパク質を融合
し、細胞に導入すると、G1 期にオレンジ色、S/G2/M 期に緑色の蛍光が核内に
おいて観察され、生細胞において G1期と S/G2/M期を区別することができる。
近年、Sakaue-Sawanoらは赤色蛍光タンパク質mCherryをmKO2の代わりに、
黄色蛍光タンパク質VenusをmAG1の代わりに用いてFucci2を作製した(62)。
Fucci2 は蛍光タンパク質の特性上、従来の Fucci と比較して色素のコントラス
トがより明確であり、他の蛍光タンパク質、例えば水色蛍光タンパク質
（enhanced cyan fluorescent protein; ECFP）との組み合わせなどが可能にな
った。従って、ECFPを Vpr発現細胞のマーカーとして Fucci2と組み合わせる
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ことにより、Vpr誘導性 G2期停止の可視化が可能になる。 
Fluorescence resonance energy transfer（FRET）技術は、タンパク質間の
相互作用の研究に頻繁に使用される。さらに、in vivoおよび in vitroにおける
アポトーシスの課程で活性化される Caspaseの活性を測定するためにも使用さ
れている(63,64)。Nagaiらは Caspase-3の活性を測定する FRET効率の高い蛍
光プローブ SCAT3.1を作製した(65)。SCAT3.1はFRETのドナーにECFPを、
アクセプターに Venusを、2種類の蛍光タンパク質をつなぐリンカーには活性
型 Caspase-3により認識され、切断されるアミノ酸配列（アスパラギン酸－グル
タミン酸－バリン－アスパラギン酸）を含むペプチドを使用している。通常、
SCAT3.1は全長で存在するため、ECFPの励起光を照射した場合には FRETに
より ECFPの蛍光が Venusを励起し、Venusの蛍光が検出される。しかし、ア
ポトーシスの際に Caspase-3が活性化すると、SCAT3.1がリンカーペプチドに
おいて切断され、FRET効率が減少する。すなわち、Caspase-3が活性化され
ると、ECFPの励起光の照射では Venusの蛍光が認められなくなる。このよう
に、SCAT3.1の蛍光の変化を観察することで単一の生細胞における Vpr誘導性
アポトーシスを解析することができる。 
ProteoTuner Shield Systemは、細胞内の標的タンパク質の発現を特異的か
つ迅速に制御するために開発された技術である(66)。本システムでは、不安定化
ドメイン（destabilization domain; DD）と目的のタンパク質を融合タンパク質
として発現させることに加え、750 Daの膜透過性低分子である Shield1を利用
する。Shield1非存在下では、DD融合標的タンパク質はプロテアソーム依存的
に分解される。しかし、Shield1存在下では Shield1が DDと結合することで、
標的タンパク質が分解されるのを抑制し、標的タンパク質の発現が安定化する。
この標的タンパク質の安定化は、Shield1 添加後 15~30 分の間で起こるため、
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タンパク質の迅速な発現制御が可能である。また、Shield1による標的タンパク
質の安定化・不安定化は可逆的で、Shield1を取り除くことにより標的タンパク
質を再度不安定化することができる。この系を利用し、Vpr の発現を制御する
ことで、Vpr誘導性 G2期停止の可逆性を解析することができる。 
本研究では、Vpr誘導性 G2期停止とアポトーシスの時間的な関係性の解明を
目的とし、HeLa/Fucci2 細胞および SCAT3.1を用いて、単一の Vpr発現細胞
のライブイメージングを行い、Vpr 発現細胞における細胞周期の動態とアポト
ーシスの時間的関係性を解析した。また、タンパク質の発現を迅速に調節でき
る ProteoTuner Shield Systemを用いて、Vpr誘導性 G2期停止の可逆性をラ
イブイメージングにて解析した。
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1-2. 材料と方法  
細胞培養とプラスミドの導入法 
HeLa細胞（ヒト子宮頸癌由来細胞株）、HeLa/Fucci2細胞（Fucci2発現 HeLa
細胞）および 293細胞（ヒト胎児腎細胞由来細胞株）は、10％ fatal bovine serum
（FBS, SIGMA 社製）および Pen-Strep Glutamine（Invitrogen 社製）添加
Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM, Invitrogen社製）にて培養した。
細胞周期を同調させる際には、HeLa/Fucci2細胞を 0.3％FBS添加 DMEMにて
培養した。プラスミドの導入には、FuGENE HD（Promega 社製）および
Lipofectamine LTX（Invitrogen社製）を使用した。 
 
プラスミド 
pME18Neo、pME18Neo-Flag、Flag-Vpr発現pME18Neo（pME18Neo-FVpr）、
Vprの点変異体R80A発現pME18Neo（pME18Neo-R80A）(37,67)は間教授より
分 与 し て い た だ い た 。 pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 お よ び
pME18Neo/Flag-IRES-ZsGreen1 は 以 下 の よ う に 作 製 し た 。
pRetroX-IRES-ZsGreen1（ Clontech Laboratories社製  ）を鋳型とし、
5’-CCCAAACTTAAGCTTGGTACCGA-3’ お よ び 
5’-TAGCGGCCGCTCAGGGCAAGGCGGAGCCGGAG-3’ をプライマーに利
用し、polymerase chain reaction（PCR）法によりインサート配列を増幅した。
PCR産物を制限酵素NotIで処理し、pME18Neo-FVprおよびpME18Neo-Flag
に 導 入 し た 。 pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFP お よ び
pME18Neo/Flag-IRES-ECFPは以下のように作製した。pRSETB-ECFP(65)を鋳型
と し 、  5’-GATGATAATATGGTGAGCAAGGGCGA-3’ お よ び
5’-AAAACGCGTTTACTTGTACAGCTCGTCCA-3’ をプライマーに利用し、
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PCR 法 に よ り イ ン サ ー ト を 増 幅 し た 。 ま た 、
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1およびpME18Neo/Flag-IRES-ZsGreen1
を鋳型とし、5’-AAAACGCGTTCTAGAGAAAAAACCTCCCACAC-3’ および 
5’-GTGTTTTTCAAAGGAAAACCACGT-3’をプライマーに利用し、PCR法によ
りZsGreen1をコードする塩基配列を取り除いた。それぞれのPCR産物を制限酵
素MluIで処理し、T4 kinaseを用いて末端をリン酸化して2種類の断片をライゲ
ー ト し た 。 pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-SCAT3.1 お よ び
pME18Neo/Flag-IRES-SCAT3.1 は 以 下 の よ う に 作 製 し た 。 ま ず 、
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFPおよびpME18Neo/Flag-IRES-ECFPを鋳型
と し 、  5’-AAAACGCGTTCTAGAGAAAAAACCTCCCACAC-3’ お よ び
5’-AAATCTAGATTTCACGTGTTTTTCAAAGGAAAACCACGT-3’ をプライ
マーに利用して、PCR法によりECFPをコードする塩基配列を取り除いたベクタ
ー を 作 製 し た 。 SCAT3.1(65) を 鋳 型 と し 、
5’-GATGATAATATGAACCTGGTGGACCTCCAA-3’ お よ び
5’-CATGGTACCATCGACCTCATC-3’をプライマーに利用してPCR法により核
外移行シグナル（nuclear export signal; NES）、Caspase-3認識アミノ酸配列
DEVD、C末端欠損ECFPをコードする塩基配列を増幅した。 SCAT3.1を鋳型
と し 、 5’-CGATGAGGTCGATGGTACCA-3’ お よ び
5’-AAAACGCGTCTCTAGATGCATGCTCGAGTTA-3’ をプライマーに利用し
てPCR法によりVenusおよびNESをコードする塩基配列を増幅した。それぞれ
のPCR産物を制限酵素PmaCΙおよびMluΙ、 KpnΙのみ、そしてKpnΙおよびMluΙ
により処理し、3種類の断片をライゲートした。pME18Neo/DD-Vprは以下のよ
う に 作 製 し た 。 pPTuner （ Clontech 社 製 ） を 鋳 型 と し 、
5’-AAACTCGAGATGGGAGTGCAGGTGGAAAC-3’ お よ び 
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5’-AAAGATATCCTTTCCGGTTTTAGAAGCTCCACA-3’をプライマーに利用
し、PCR法によりDD-tagをコードする塩基配列を増幅した。PCR産物を制限酵
素XhoIおよびEcoRVにて処理し、pME18Neo-FVprに導入した。pME18Neo/DD 
は 以 下 の よ う に 作 製 し た 。 pPTuner を 鋳 型 と し 、
5’-AAACTCGAGATGGGAGTGCAGGTGGAAAC-3’ お よ び
5’-AAAGCGGCCGCTTATTCCGGTTTTAGAAGCTCCAA-3’をプライマーに利
用し、PCR法によりDD-tagをコードする塩基配列を増幅した。PCR産物をXhoI
およびNotIで処理し、pME18Neoに導入した。pME/DD-Vpr-IRES-ZsGreen1
お よ び pME18Neo/DD-Vpr-IRES-ECFP を 以 下 の よ う に 作 製 し た 。
pME18Neo/DD-Vprを制限酵素 XhoIおよびEcoRVで処理し、それぞれ
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 お よ び
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFPに導入した。pME/DD-IRES-ZsGreen1は以
下 の よ う に 作 製 し た 。 pRetroX-IRES-ZsGreen1 を 鋳 型 と し 、
5’-AAAGATATCATAAGCCCCTCTCCCTCCCCCC-3’ お よ び
5’-TAGCGGCCGCTCAGGGCAAGGCGGAGCCGGAG-3’をプライマーに利用
し、PCR法によりIRES配列、ZsGreen1をコードする塩基配列を増幅した。PCR
産物およびpME/DD-Vpr-IRES-ZsGreen1を制限酵素NotIおよびEcoRVで処理
し、2種類の断片をライゲートした。 
pAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1およびpAdeno-X/IRES-ZsGreen1は以
下のように作製した。まず、pShuttle2/IRES-ZsGreen1 を以下のように作製し
た 。 pRetroX-IRES-ZsGreen1 を 鋳 型 と し 、
5’-TAATCTAGAGCCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAA-3’ お よ び
5’-TAGCGGCCGCTCAGGGCAAGGCGGAGCCGGAG-3’をプライマーに利用
し、IRES配列、ZsGreen1をコードする塩基配列をPCR法により増幅した。PCR
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産物を制限酵素 XbaIおよびNotΙで処理し、 pShuttle2に導入した。
pShuttle2/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 を 以 下 の よ う に 作 製 し た 。
pME18Neo-FVpr を 鋳 型 と し 、
5’-GAAGCTAGCGACTACAAGGATGACGATGACAAAATCGAACAAGCCCC
AGAAGA-3’および5’-GCACTAGACTAGGATCTACTGGCTCCAT-3’をプライ
マーに利用して、PCR法によりFlag-Vprをコードする塩基配列を増幅した。PCR
産物をNheIおよびXbaIで処理し、pShuttle2/IRES-ZsGreen1に導入した。
pAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 およびpAdeno-X/IRES-ZsGreen1を以下
の よ う に 作 製 し た 。 pShuttle2/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 お よ び
pShuttle2/IRES-ZsGreen1を制限酵素I-CeuI and Pl-SceIで処理し、Adeno-X 
viral DNAに導入した。 
 
Vpr および ZsGreen1 発現アデノウイルスの作製と感染実験 
アデノウイルスは、Adeno-XTM expression system（Clontech社製）を使用
し て 作 製 し た 。 pAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 お よ び
pAdeno-X/IRES-ZsGreen1 を制限酵素 PacI により処理し、継代回数の少ない
293 細胞に導入した。アデノウイルスが形成されたことを、細胞傷害性および
ZsGreen1の発現により確認し、継代回数の少ない 293細胞を用いてAdeno-XTM 
Rapid Titer Kit（Clontech社製）により感染力価を測定した。 
 標的細胞を 24穴プレート、6穴プレート、35 mm glass-bottom dishに播種
した。翌日、培地を取り除き、0.3％または 10％FBS含有 DMEMを培地として
multiplicity of infection（MOI）=50または 100に調整したアデノウイルスを
感染させた。 
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Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
（SDS-PAGE）と Western blot 
細胞を回収し、RIPA buffer [50 mM Tris-HCl（pH7.4）、150 mM NaCl、1 
mM  ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）、1% Triton X-100、1% Sodium 
Deoxycholate、0.1% SDS] に懸濁し、氷上で 30分間静置した。15,000 rpm, 4℃, 
5 分間遠心し、上清のみを回収した後、BCA assay により上清中のタンパク質
の濃度を定量した。等量のタンパク質を SDS サンプルバッファーと混和し、
100 ℃で 5分間熱処理した。SDS-PAGEによりタンパク質を分離し、Western 
blotを行った。一次抗体には、抗 Flag M2 mouse MAb（SIGMA社製）、抗 β-actin 
mouse MAb（SIGMA社製）、抗 Cleaved-caspase-3（Asp175）rabbit polyclonal 
antiboby（Cell Signal Technology 社製）、抗 Caspase-3 rabbit polyclonal 
antiboby（Cell Signal Technology社製）、抗 EGFP mouse MAb（MBL社製）、
および抗 DD mouse MAb（ Clontech 社製）を、二次抗体には、
horseradish-peroxidase（HRP）標識抗mouse IgG抗体（Amersham Bioscience
社製）および HRP標識抗 rabbit IgG抗体（Amersham Bioscience社製）を用
いた。シグナルの検出にはSuperSignal West Pico chemiluminescent substrate 
（Pierce社製）を使用した。 
 
蛍光抗体法 
HeLa細胞にプラスミドを導入し、24時間培養した。3.6%ホルムアルデヒドで
10分間、室温で固定し、氷上で5分間、0.2% Triton X-100で透過処理した。5% 
スキムミルク溶液でブロッキング後、一次抗体と室温で1時間反応させた。その
後、二次抗体と室温で1時間反応させ、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000D, 
Olympus社製）により細胞を観察した。一次抗体には、抗Flag M2 mouse MAb、
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抗DD mouse MAb（Clontech社製）を、二次抗体には、Alexa fluoro594標識抗
mouse IgG抗体（Molecular Prove社製）を使用した。 
 
HeLa/Fucci2 細胞のライブイメージング 
HeLa/Fucci2細胞を 35 mm glass-bottom dishに播種し、プラスミドを導入
した。また、HeLa/Fucci2細胞を 35 mm glass-bottom dishに播種し、0.3％FBS
添加 DMEM にて Vpr および ZsGreen1 発現アデノウイルスベクターを感染さ
せた。インキュベータ付属蛍光顕微鏡 LCV110（Olympus社製）を用いて、そ
れぞれの細胞のライブイメージングを行った。Venus の観察には、
FF02-510/10-25 excitation filter（Semrock社製）、FF520-Di02-25x36 dichroic 
mirror （Semrock社製）および FF01-542/27-25 emission filter（Semrock社
製）を使用した。mCherry の観察には FF01-562/40-25 excitation filter
（Semrock社製）、F593-Di03-25x36 dichroic mirror （Semrock社製）およ
び FF01-641/75-25 emission filter（Semrock社製）を使用した。ECFPの観察
には CFP2432B filter cube（Semrock社製）を使用した。ZsGreen1の観察に
は FF02-472/30-25 excitation filter（Semrock 社製）、FF495-Di03-25x36 
dichroic mirror（Semrock社製）、FF01-520/35-25 emission filter（Semrock
社製）を使用した。画像取得および画像解析には MetaMorph 7.7.4 software
（Universal Imaging社製）を、動画作製にはQuickTime softwareを使用した。 
 
CELAVIEW RS100 を用いた細胞周期解析 
HeLa/Fucci2 細胞を 24 穴プレートに播種し、プラスミドを導入した。72 時
間培養後、3.6% ホルムアルデヒドで 10分間、室温で固定し、氷上で 5分間、
0.2% Triton X-100で透過処理した。5% スキムミルク溶液でブロッキング後、
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抗 Flag M2 mouse MAbと室温で 30分間反応させた。その後、Alexa fluoro680
標識抗mouse IgG抗体（Molecular Prove社製）と室温で 30分間反応させた後、
Hoechst 33342（ImmunoChemistry Technologies LLC社製）により DNAを
染色した。細胞を Phosphate buffered saline（PBS）にて 3 回洗浄後、
CELAVIEW RS100（Olympus社製）により Flag-Vprまたは Flag-R80A陽性
細胞の観察と DNA量の定量を行った。 
 HeLa細胞を 24穴プレートに播種し、アデノウイルスベクターを感染させた。
72時間培養後、Hoechst 33342を含む 3.6% ホルムアルデヒドで 10分間、室
温で固定および DNA を染色した。細胞を PBS にて 3 回洗浄後、CELAVIEW 
RS100により ZsGreen1陽性細胞の DNA量の定量を行った。 
 
フローサイトメーターを用いた細胞周期解析 
HeLa 細 胞 に pME18Neo/DD-Vpr-IRES-ZsGreen1 ま た は
pME18Neo/DD-IRES-ZsGreen1 を導入し、24 時間培養した。終濃度 500 nM
のShield1含有DMEMおよびShield1非含有DMEMで24時間培養後、500 nM 
Shield1含有 DMEMおよび Shield1非含有 DMEMに培地を交換し、24時間培
養した。それぞれの時間にて細胞を回収し、1% ホルムアルデヒドで 30 分間、
氷上で固定した。その後、70% エタノールにて 2 時間、氷上で細胞を固定し、
RNaseA（200 µg/ml）を添加後、37℃にて 30分間反応させた。Propidium iodide
（PI; 50 µg/ml）を添加し、37℃にて 10分間、遮光状態で DNAを染色した。
FACS Calibur（Becton Dickinson社製）により 7,000個以上の ZsGreen1発現
細胞を取得して、Cell Quest software（Becton Dickinson社製）にて PIの蛍
光強度を測定した。最終的に、ModFit LT Software（Verity Software House
社製）にて細胞周期の割合を解析した。 
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Caspase-3 活性の SCAT3.1 を用いた FRET による解析 
HeLa/Fucci2細胞を 35 mm glass-bottom dishに播種し、プラスミドを導入
し、24時間後からインキュベータ付属蛍光顕微鏡 LCV110を用いて、細胞のラ
イブイメージングを行った。SCAT3.1 の観察には、BP425-445HQ excitation 
filter（Olympus 社製）、DM450 dichroic mirror （Olympus 社製）、および
FF01-542/27-25 emission filter （Semrock社製）を使用した。ECFPの観察
には CFP2432B filter cubeを使用した。画像取得、画像解析および Caspase-3
の活性化を解析するための SCAT3.1/ECFP の比の算出には MetaMorph 7.7.4 
softwareを、動画作製には QuickTime softwareを使用した。 
 
アポトーシスの解析 
 フローサイトメーターを用いて、活性型 Caspase-3 陽性細胞を検出した。
HeLa 細 胞 に pME18Neo/DD-Vpr-IRES-ZsGreen1 ま た は
pME18Neo/DD-IRES-ZsGreen1 を導入し、24 時間培養した。終濃度 500 nM
のShield1含有DMEMおよびShield1非含有DMEMで24時間培養後、500 nM 
Shield1含有 DMEMおよび Shield1非含有 DMEMに培地を交換し、24時間培
養 し た 。 そ れ ぞ れ の 時 間 に て 細 胞 を 回 収 し 、 SR-DEVD-FMK
（ImmunoChemistry Technologies LLC社製）を用いて活性型 Caspase-3陽性
細胞のみを染色した。FACS Caliburにより 10,000個以上の ZsGreen1発現細
胞を取得し、Cell Quest softwareにて活性型 Caspase-3陽性細胞の割合を解析
した。 
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統計解析 
 平均値の差の検定には t検定を用いた。有意確立 p value <0.05のとき統計学
的に有意差があるものとした。 
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1-3. 結果  
HeLa/Fucci2 細胞における Vpr 誘導性 G2 期停止とアポトーシスの解析 
 HeLa/Fucci2細胞（図 5A）を用いて Vpr誘導性 G2期停止およびアポトーシ
スのライブイメージングを行うために、まず、Vprが HeLa/Fucci2細胞にアポ
トーシスおよび G2 期停止を誘導するか否かを Western blot および
CELAVIEW RS100を用いて解析した。 
HeLa/Fucci2 細胞に野性型 Vpr を 発現するベクターpME18Neo-FVpr およ
び Vpr のアポトーシス誘導能および G2 期停止誘導能を欠損した変異体
R80A(68)を発現するベクターpME18Neo-R80A を導入し、72 時間後における
活性型 Caspase-3をWestern blotにより検出した。Caspase-3はアポトーシス
の誘導に重要なシステインプロテアーゼで、通常は不活性化状態の全長で存在
するが、アポトーシスの過程で Caspase-9 により切断されることで活性型とな
る。Flag-Vprおよび Flag-R80Aがそれぞれ単一なバンドとして検出され、活性
型 Caspase-3は pME18Neo-FVprを導入した細胞においてのみ検出された（図
5B）。このことは、HeLa/Fucci2 細胞においても Vpr がアポトーシスを誘導す
ることができることを示している。 
続いて、Vprが HeLa/Fucci2細胞において G2期停止の誘導が可能かどうか
を解析した。HeLa/Fucci2 細胞に pME18Neo-FVpr または pME18Neo-R80A
を導入した。72時間後、抗 Flag M2 MAbを用いた蛍光抗体法により Flag-Vpr
および Flag-R80Aを、Hoechst 33342を用いて DNAを染色し、CELAVIEW 
RS100を用いてHoechst 33342の蛍光強度から細胞周期を解析した（図 5C and 
D）。CELAVIEW RS100はフローサイトメーターと同様に DNA量を解析する
ことが可能で、さらに顕微鏡として画像取得も行うことができる。CELAVIEW 
RS100を用いた細胞周期解析の結果、Flag-R80A発現細胞における G2/M期の
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割合が約 22.1%であり（図 5D）、核内の蛍光は、S/G2/M期を示す黄色であった
（図 5C）。一方､Flag-Vpr 発現細胞における G2/M 期の割合は約 78.3%であり
（図 5D）、その時の核内蛍光は、S/G2/M 期を示す黄色であったことから（図
5C）、Vpr は HeLa/Fucci2 細胞においても G2 期停止を誘導できることが明ら
かになった。 
 
Vpr 発現細胞における細胞周期と細胞死のライブイメージング 
 ライブイメージングにおいて Vpr 発現細胞を選択するために、水色の蛍光タ
ンパク質である ECFP を挿入した pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFP または
pME18Neo/Flag-IRES-ECFP を作製し、HeLa 細胞に導入した。24 時間後、
Flag-VprとECFPが単一の細胞において共発現しているかどうかを抗Flag M2 
MAb を用いた蛍光抗体法により解析したところ、全ての Flag-Vpr 発現細胞に
おいて ECFPが発現していた（図 6A）。また、それぞれのタンパク質の発現を
Western blot法により解析した結果、Flag-Vprおよび ECFPが単一のバンドと
して確認された（図 6B）。これらのことから、ECFPが Flag-Vpr発現細胞を識
別するための優良なマーカーとなることが示された。 
HeLa/Fucci2 細胞に上記の pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFP または
pME18Neo/Flag-IRES-ECFPを導入し、その 24時間後からインキュベータ付
属蛍光顕微鏡 LCV110を用いて 72時間ライブイメージングを行った（図 6C）。
その結果、pME18Neo/Flag-IRES-ECFPを導入し、ECFPのみを発現する細胞
の約 27.1%において、細胞膜の突起や細胞の縮小および断片化といったアポト
ーシス様の形態変化が観察された（図 6C; *1）。また、そのときの Fucci2の核
内蛍光は赤色および黄色のどちらも存在していた。一方で、約 72.9%の残りの
細胞は遺伝子導入後 42 時間から 43 時間において細胞分裂が、80 時間から 96
 30 
時間において Fucci2 の蛍光が赤色から黄色へと変化する､つまり細胞周期の進
行が観察された（図 6C; *2）。また、Fucci2 の蛍光変化の観察を始めてからの
G1期および S/G2/M期の長さはそれぞれ、約 12時間と約 10時間だった。これ
らのことは、Vpr を発現しない細胞の多くはこのライブイメージングの条件下
において、細胞増殖が正常に進んでいることを示唆している。事実、これらの
ECFP のみを発現する細胞において、ECFP 陽性細胞の顕著な減少は認められ
なかった（図 6D）。それとは対照的に、pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFPを導
入された Flag-Vprを発現する ECFP陽性細胞では、細胞数の劇的な減少が認め
られた（図 6D）。Flag-Vpr 発現細胞のうち約 38.8%は遺伝子導入後 36 時間で
Fucci2の核内の蛍光が G1期を示す赤色の状態において（図 6C; *3）、約 6.1%
は遺伝子導入後 28時間で S/G2期を示す黄色の状態において（図 6C; *4）、ア
ポトーシス様の形態変化が観察された。このように、これらの細胞は G2期停止
が認められなかった。一方で、約 55,1%の Flag-Vpr 発現細胞は、Fucci2 の核
内の蛍光がS/G2期を示す黄色を少なくとも24時間継続していた（図6C; *5-8）。
即ち、図５Cおよび Dの結果を踏まえると、これらの Flag-Vpr発現細胞は G2
期停止を起こしていたことが明らかになった。G2 期停止後、細胞の Fucci2 の
核内蛍光は黄色を維持し、その形態はM期の特徴である円形に変化したことか
ら、細胞周期がM期に進行したことが示された。しかし、細胞は分裂せずにそ
の特徴を示し続け長時間のmitotic cell roundingを起こしていた。これらの細
胞のうち、約 12.3%は長時間のmitotic cell roundingの後に（図 6C; *5）、約
18.4%は異常な細胞分裂後、微小核の形成が起こった後に（図 6C; *6）アポトー
シス様の形態変化を起こした。また、約 8.1%の細胞が細胞分裂を起こさずに核
膜 の 崩 壊 と そ の 後 の ク ロ マ チ ン の 断 片 化 が 誘 導 さ れ る nuclear 
mis-segregation(69) を起こし、Fucci2の核内の蛍光が黄色から赤色へと変化し
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た（図 6C; *7）。約 16.3%の細胞は、ライブイメージングを行っている間、G2
期停止を継続していた（図 6C; *8）。以上の結果から、Vprは細胞周期を G2期
で停止することができるが、S/G2期においてほとんどアポトーシスを誘導しな
いことが明らかになった。 
 
細胞周期を同調させた細胞とアデノウイルスベクターを用いた Vpr 発現
細胞のライブイメージング 
 Vpr 誘導性 G2 期停止とアポトーシスの時間的な関係性をより詳細に検証す
るために、血清飢餓により細胞周期を同調させた HeLa/Fucci2細胞とアデノウ
イルス感染系を使用した。 
まず、Vpr発現アデノウイルスベクタ （ーpAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1）
およびコントロールとして pAdeno-X/IRES-ZsGreen1をMOI=100でHeLa細
胞に感染させた。感染後 72時間における活性型 Caspase-3をWestern blotを
用いて、細胞周期を CELAVIEW RS100 を用いて解析した。その結果、
pAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1を感染させた細胞においてのみ、Western 
blotによって活性型 Caspase-3が検出され（図 7A）、CELAVIEW RS100によ
って G2期停止が認められた（図 7B）。これらのことから、アデノウイルスベク
ターを用いて Vpr を発現させることでアポトーシスおよび G2 期停止を誘導で
きること、Vprを発現しないアデノウイルスは、G2期停止およびアポトーシス
を誘導しないことが明らかになった。 
次に、血清飢餓によって HeLa/Fucci2 細胞の細胞周期の同調を試みた。
HeLa/Fucci2細胞を 10% FBS含有培地で培養した時には G0/G1期の細胞の割
合は 64.5%だったが、0.3%の FBS 含有培地で培養した時にはその割合は約
76.5%に増加していた。このことから、HeLa/Fucci2細胞は 0.3%の FBS含有培
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地で培養した時に、約 80%の細胞が G0/G1期に同調することが示された。 
そ こ で 、 HeLa/Fucci2 細 胞 に 0.3% FBS 含 有 培 地 内 で
pAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1をMOI=50で感染させた。感染 23時間後
に、培地を 10% FBS含有培地へと交換し、その 1時間後からインキュベータ付
属蛍光顕微鏡 LCV110を用いて 72時間ライブイメージングを行った（図 7C）。
その結果、ライブイメージング開始の段階では、多くの細胞が Fucci2の核内蛍
光が赤色の G0/G1 期の状態で存在し、ZsGreen1 の発現はほとんど認められな
かった。しかし、培地交換 36時間後、多くの細胞において ZsGreen1の蛍光が
観察できたことから、これらの細胞において感染が成立していることが示され
た。約 2.2%の細胞が、培地交換後 36時間までに G1期においてアポトーシス様
の形態変化を示したが（図 7C; a、7D; G1）、その他の全ての ZsGreen1発現細
胞は Fucci2の核内の蛍光が赤色から黄色へと変化し、その黄色の核内蛍光を維
持していたことから、G2期停止が誘導されたことが明らかとなった（図 7C; b-f）。
G2 期停止後、約 5.5%の細胞のみ、細胞周期が進行せずに G2/M 期でアポトー
シス様の形態変化を起こした（図 7C; b、7D; S/G2）。約 33.6%の細胞において
M期への細胞周期の進行が観察され、長期間のmitotic cell roundingと共にそ
の後のアポトーシス様の形態変化が認められた（図 7C; c、7D; M）。約 8.7%の
細胞は細胞周期の進行後、異常な細胞分裂を起こし、その後 G1期においてアポ
トーシス様の形態変化を起こした（図 7C; d、7D; G1）。約 10.7%の細胞におい
ては、G2 期停止後アポトーシス様の形態変化は認められずに、nuclear 
mis-segregation が起き、核が分断化された状態のままで Fucci2 の核内蛍光が
赤色から黄色に変化したことから、細胞周期が G１期から G2期に進行したこと
が示された（図 7C; e）。また、約 39.2%の細胞は G2期停止を継続させるか（図
7C; f）、図には示さないが、細胞周期がM期へと進行し、mitotic cell rounding
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を継続していた。これらの結果から、G0/G1 期に細胞周期を同調させた細胞に
アデノウイルスベクターにより Vprを高効率に発現させた場合においても、Vpr 
はG2期停止を誘導するにもかかわらずアポトーシスを S/G2期ではほとんど誘
導せずに、G2期停止後のM期と G1期において誘導することが示された。これ
らのことは、Vpr によるアポトーシスは S/G2 期には誘導されないという Vpr
発現ベクターを導入した細胞において得られた結果を指示していた。 
 
Vpr 発現細胞におけるアポトーシスのライブイメージング 
 Vpr 誘導性アポトーシスが Caspase-3 依存的であるかどうかを解析するため
に、SCAT3.1を用いた。SCAT3.1は FRET効率の変化をもとに Caspase-3の
活性を解析する蛍光プローブである。FRETのドナーに ECFPを、アクセプタ
ーに Venusを用い、活性型 Caspase-3に認識されると切断されるリンカーペプ
チドにて 2 つの蛍光タンパク質が連結している。Caspase-3 が活性化すると
ECFPと Venusが分断化され、FRETが起こらなくなることにより蛍光が変化
するため、この蛍光の変化を観察することで生細胞内における Caspase-3 の活
性を解析できる。本実験では、HeLa/Fucci2細胞と SCAT3.1を組み合わせて使
用したが、Fucci2および SCAT3.1のどちらにも蛍光タンパク質 Venusが使用
されているため、それらを区別できないことが本実験の限界であった。そこで、
それらの蛍光を局在の違いで識別するために、NESが付加され、細胞質で発現
する SCAT3.1を使用した。 
 Flag-Vpr と SCAT3.1 を 共 発 現 す る ベ ク タ ー
（ pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-SCAT3.1 ） と コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー
（pME18Neo/Flag-IRES-SCAT3.1）を構築し、HeLa 細胞に導入した。24 時
間後、Flag-Vpr と SCAT3.1 が単一の細胞において共発現しているかどうかを
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抗 Flag M2 MAbを用いた蛍光抗体法により解析した結果、全ての Flag-Vpr発
現細胞において細胞質に SCAT3.1 が発現していた（図 8A）。また、SCAT3.1
の ECFPおよび Venusの蛍光は 440 nmの励起光により細胞質に認められた。
この結果は観察した細胞の Caspase-3 が不活性状態で SCAT3.1 が FRET を起
こ し て い る こ と を 示 し て い る 。 次 に 、 HeLa/Fucci2 細 胞 に
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-SCAT3.1 および pME18Neo/Flag-IRES-SCAT3.1
をそれぞれ導入し、24 時間後から 96 時間後まで 24 時間間隔で細胞を回収し、
タンパク質の発現をWestern blotにより解析した。その結果、Flag-Vprを発現
している群においてのみ導入後 24時間から切断型 SCAT3.1が認められた（図
8B）。このことは、Vprは HeLa/Fucci2細胞において Caspase-3の活性化を介
してアポトーシスを誘導していることを示している。 
 HeLa/Fucci2細胞に pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-SCAT3.1またはコントロー
ルとして pME18Neo/Flag-IRES-SCAT3.1を導入し、その 24時間後からインキ
ュベータ付属蛍光顕微鏡LCV110を用いて72時間ライブイメージングを行った
（図 8C）。その結果、pME18Neo/Flag-IRES-SCAT3.1を導入し、SCAT3.1の
みを発現する細胞の約 28.6%において、アポトーシス様の形態変化と共に
SCAT3.1 の蛍光が黄色から水色へと変化するのが観察された（図 8C; #1）。こ
のことは、これらの細胞が Caspase-3 依存的なアポトーシスを起こしているこ
とを示している。一方で、約 71.4%の細胞は細胞質における SCAT3.1の蛍光が
黄色のまま変化せず、細胞増殖を続けた（図 8C; #2）。それとは対照的に、
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-SCAT3.1 を導入した細胞の中で､Flag-Vpr を発現
しているSCAT3.1陽性細胞の約62.2%がCaspase-3依存的なアポトーシスを起
こしていた（図 8C; #3-5）。約 41.5%の Flag-Vpr発現細胞は G2期停止を伴わ
ずに G1期においてアポトーシスを惹起した（図 8C; #3）。約 11.3%の Flag-Vpr
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発現細胞は G2期停止後、長期間のmitotic cell roundingを起こした後にアポト
ーシスが誘導された（図 8C; #4）。約 9.4%の Flag-Vpr発現細胞はG2期停止後、
細胞周期を G1 期まで進行した後にアポトーシスを起こしていた（図 8C; #5）。
また、#3の細胞においてSCAT3.1のFRET効率の変化を480 nmおよび530 nm
の蛍光強度から算出した結果、530/480の値の低下が、蛍光が黄色から水色に変
化したプラスミド導入後 29時間から 30時間において認められた（図 8D）。こ
れらの結果は、Vprは Caspase-3依存的なアポトーシスをM期と G1期に誘導
できることを示している。 
 
短時間の Vpr 発現による G2 期停止とアポトーシスの解析 
 Vprが誘導する G2期停止が可逆的かどうかを解析するため、タンパク質の発
現を迅速に調節することが可能な ProteoTuner Shield Systemを利用した(66)。
ProteoTuner Shield Systemは、destabilization domain（DD）-tagを目的の
タンパク質、本実験では Vprと融合タンパク質（DD-Vpr）として発現させる。
DD融合タンパク質はプロテアソーム依存的に分解されるため、通常の培養条件
では発現は認められない。しかし、750 Da の小分子 Shield1 の存在下では
Shield1がDD-tagをマスクすることでDD融合タンパク質の分解が起こらずに、
発現が安定化する(66)。従って、DD-tagは Shield1の添加・非添加によって Vpr
の迅速な安定化と不安定化を可能にする。 
 DD-Vprの発現、局在、G2期停止誘導能およびアポトーシス誘導能を解析す
るために、DD-Vpr発現ベクター（pME18Neo/DD-Vpr-IRES-ZsGreen1）とコ
ントロールベクター（pME18Neo/DD-IRES-ZsGreen1）を構築した。これらの
ベクターを HeLa細胞に導入し、24時間培養後、Shield1を終濃度 500 nMに
なるように添加して、さらに 24時間培養した。培地交換により Shield1を除去
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し、Shield1 を含む条件と含まない条件でさらに 24 時間培養した（図 9A）。
DD-Vprの局在を蛍光抗体法により解析した結果、Shield1を含まない条件で培
養した場合には、DD-tagおよび DD-Vprの発現は認められなかった（図 9B; i 
and I）。それとは対照的に、Shield1 を含む条件下で培養した細胞において
DD-tag単独では主に細胞質に局在していたが、DD-Vprは核に局在するととも
に細胞質において顆粒状に存在していた（図 9B; ii and II）。また全ての DD-Vpr
発現細胞は ZsGreen1陽性であった（図 9B）。このことは、ZsGreen1が DD-Vpr
発現細胞の優良なマーカーとなることを示している。Western blot を用いて
DD-Vprの発現を解析した結果、Shield1の添加 24時間後および 48時間後にお
いて DD-Vprの発現が認められたが（図 9C; Ⅱ and Ⅴ）、Shield1の除去によ
り DD-Vprの発現が認められなくなった（図 9C; Ⅳ）。一方で、Shield1を含ま
ない条件化で培養し続けた細胞は DD-Vprの発現は認められなかった（図 9C; I 
and Ⅲ）。続いて、DD-Vpr発現細胞の細胞周期を解析した結果、Shield1添加
24時間後（G2/M期：66.4％）および 48時間後（G2/M期：60.2％）において
ZsGreen1 陽性細胞に G2 期停止が認められた（図 9D; Ⅱ and Ⅴ）。さらに、
Shield1の除去によりDD-Vpr誘導性G2期停止は抑制された（G2/M期：37.6％）
（図 9D; Ⅳ）。これらの結果は、DD-Vprによる G2期停止が部分的にではある
が可逆的であることを示唆している。 
 DD-Vprのアポトーシス誘導能を解析した。Shield1を含まない条件下で培養
し続けたZsGreen1陽性細胞はアポトーシスを起こしてはいなかった（約 4.71％）
（図 9E; Ⅲ）。一方､Shield1存在化において 48時間培養した ZsGreen1陽性細
胞のうち、約 15.7％の細胞がアポトーシスを起こしていた（図 9E; Ⅴ）。さら
に、Shield1 を除去し、24 時間培養した場合、アポトーシスを起こす細胞の割
合は約 10.7％とわずかに減少していた（図 9E; Ⅳ）。これらの結果から、継続
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的に DD-Vprを発現させたときと比較して、DD-Vprの 24時間のみの一過性な
発現はアポトーシスを誘導するには不十分であることが示された。 
 
DD-Vpr発現細胞における G2期停止とアポトーシスのライブイメージン
グ 
DD-Vpr誘導性G2期停止とアポトーシスをライブイメージングにより解析す
るために、pME18Neo/DD-Vpr-IRES-ECFPを構築し、HeLa/Fucci2細胞に導
入した。24時間後、終濃度 500 nMになるように Shield1を添加し、23時間培
養（一次培養）した。Shield1を一旦除去し、Shield1存在下、または非存在下
で細胞をさらに培養（二次培養）した（図 10A）。Western blot 解析により、
Shield1添加 49時間後までDD-Vprの発現が継続していること、および Shield1
の除去後 1 時間で DD-Vpr の発現が認められなくなることが明らかになった。
また、Shield1非存在下では DD-Vprの発現は認められなかった（図 10B）。 
 Vpr 誘導性 G2 期停止の可逆性を解析するために、HeLa/Fucci2 細胞に
pME18Neo/DD-Vpr-IRES-ECFP を導入した。二次培養開始 1 時間後、ECFP
陽性かつ細胞周期がG2期の細胞、つまりFucci2の蛍光が黄色の細胞を選択し、
インキュベータ付属蛍光顕微鏡LCV110を用いて48時間ライブイメージングを
行った（図 10C）。その結果、Shield1非存在下では、ECFP陽性細胞の細胞周
期は進行し、細胞増殖しているのが観察され、細胞数は 48時間の培養の間で増
加していた（図 10C; i、10D）。対照的に、Shield1存在下では ECFP陽性細胞
の減少が認められた（図 10D）。ライブイメージングの結果、ECFP陽性細胞は
4 種類に分類された：細胞周期が M 期へと進行し細胞分裂後、正常に細胞増殖
するタイプ（Type I）、G2期停止を観察中継続するタイプ（Type II）、アポトー
シスを起こすタイプ（Type III）、および異常な細胞分裂を起こすタイプ（Type 
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IV）（図 10E）。二次培養において Shield1存在下で培養された ECFP陽性細胞
は、約 6.9％の細胞が Type Iに、約 41.4％の細胞が Type IIに、約 44.8％の細
胞が Type IIIに、約 6.9％の細胞が Type IVに分類された（図 10E; ii）。一方で、
Shield1非存在下で培養された ECFP陽性細胞において、Type I細胞の割合の
顕著な増加が認められ、約 39.1％に増加していた。さらに、G2期停止を継続す
る Type II細胞の割合およびアポトーシスを起こす Type III細胞の割合が減少
した（Type II：約 17.4％、Type III：約 26.1％）（図 10E; iii）。これらの結果
から、Vpr誘導性 G2期停止が部分的にではあるが可逆的であること、Vprがア
ポトーシスを誘導するためには Vpr の継続的な発現が重要であることが明らか
になった。 
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1-4. 考察  
 Vpr は G2 期停止を誘導するとともに、アポトーシスを制御する。しかし、
これら 2 つの機能の関係性については諸説あり、不明な点が多い
(48,51-58,70,71)。本研究では、Vprによる細胞周期とアポトーシスの制御の関
係性を 4つの新たな方法により解析した。1）CELAVIEW RS100を用いたイメ
ージング解析による DNA量の測定、2）HeLa/Fucci2細胞を用いたライブイメ
ージング技術による Vpr 発現細胞の細胞周期の動態解析、3）SCAT3.1 を用い
たライブイメージング技術による Vpr発現細胞における Caspase-3の活性解析、
および 4）Shield1反応性 DD-Vprを用いたライブイメージング技術による Vpr
の機能の可逆性解析を行った。その結果、3つの主な結論が導き出された。まず、
Vpr発現ベクターを、トランスフェクションにより HeLa/Fucci2細胞に導入し
た系を用いた CELAVIEW RS100 およびライブイメージング解析の結果から、
Vprは細胞周期を G2期で停止するが、アポトーシスは Sおよび G2期では誘導
しないことが明らかになった。この結果は細胞周期を G0/G1 期に同調させた
HeLa/Fucci2細胞に、アデノウイルスベクターを用いて Vprを高効率に発現さ
せた系を用いたライブイメージングの実験からも立証された。2 つ目に、
HeLa/Fucci2細胞とSCAT3.1を組み合わせて用いたライブイメージングの結果
から、Vpr 誘導性アポトーシスには Caspase-3 の活性化が必要であることが明
らかになった。また、Caspase-3 の活性化は S 期および G2 期停止直後には認
められず、G1期および G2期停止後細胞周期が進行してからM期や G1期にお
いて認められた。3 つ目に、DD-Vpr を用いたライブイメージングの結果から、
G2期停止が可逆的であることが示唆された。また、約 1日間の Vprの一過性発
現は G2 期停止の継続およびその後のアポトーシスの誘導には不十分であるこ
とが示された。これらの結果は、Vpr 発現細胞の細胞周期と細胞死の動態をラ
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イブイメージングにより生細胞内で観察したことにより初めて得られたもので
あり､Vprの研究に非常に大きなインパクトをもたらしたと考えられる。 
 Vpr 誘導性 G2 期停止とアポトーシスの時間的な関係性を図 11A に示した。
Vpr 誘導性アポトーシスは全ての細胞周期において観察することができた。例
えば、アポトーシスは、G1 期（図 11A、a）、S 期または G2 期（図 11A、b）、
そして G2期停止後細胞周期が進行した後のM期（図 11A、c）および nuclear 
mis-segregation や異常な細胞分裂後の G1 期（図 11A、d）において観察され
た。しかしながら、ほとんどのアポトーシスは S 期および G2 期では認められ
ず、主に M期および G1期において認められた。特に、細胞周期を同調させた
細胞にアデノウイルスベクターを用いて Vpr を高効率に発現させライブイメー
ジングを行った結果、S 期でのアポトーシスは観察されず、約 97.7％の細胞が
G2 期停止を起こしたにもかかわらず、G2 期にアポトーシスを起こした細胞は
約 5.5％のみであった。このことは、Vprは S期および G2期にはアポトーシス
を誘導しないことを強く示唆している。さらに、これらのアポトーシスが
Caspase-3 依存的であることが明らかになった。一方、アポトーシスとは対照
的に､G2期停止後、G1期まで細胞周期が進行しても生存している細胞がわずか
に認められた。これらの細胞は、nuclear mis-segregationや異常な細胞分裂の
結果として、微小核を有していた。残りの細胞は、G2 期停止や mitotic cell 
roundingといった細胞周期が停止した状態を継続していた。これらの結果から、
Vprはアポトーシスを促進的にも抑制的にも制御している可能性が示唆された。
また、G2 期停止後に認められた、mitotic cell rounding の延長、nuclear 
mis-segregation や異常な細胞分裂、およびその結果としての微小核の形成は、
これまでにも Vpr発現細胞において観察されていた(72-74)が、本研究において
初めて、これらが G2期停止から一連の流れとして連続的に起こることが明らか
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になった。 
 Shield1の除去による DD-Vprの迅速な分解によって、DD-Vprによって既に
G2期停止を起こしていた細胞の一部において、正常に細胞周期を進行する細胞
（図 11B、a）および異常な細胞分裂を起こす細胞（図 11B、d）が増加した。
それに伴って、G2 期停止を持続する細胞（図 11B、b）およびアポトーシスを
惹起する細胞（図 11B、c）は減少した。この結果は、Vpr誘導性 G2期停止が
可逆的である可能性を示唆している。また、約 1 日間の Vpr の発現では、G2
期停止の継続およびその後のアポトーシスの誘導には不十分であることが明ら
かになった。これらのことから、G2期停止後のアポトーシス誘導には、Vprの
継続的な発現と G2 期停止の継続が必要である可能性、および Vpr 誘導性 G2
期停止の抑制がその後のアポトーシスの誘導をも抑制する可能性を示している。
この結果は、Vprによるアポトーシスの誘導は G2期停止を抑制することにより
誘導されなくなるという以前の報告を強く支持している(51)。 
 HIV-1は CD4陽性リンパ球に感染すると G2期停止を誘導する。この G2期
停止には Vpr だけでなく HIV-1 アクセサリータンパク質 Vif も関与している
(75)。一方で、Wangらは Vifが G1期から S期への細胞周期の進行を促進する
ことを報告した(76)。このことは、HIV-1感染細胞における G1期の長さが短く
なっていることを示唆している。本研究において、一過性に発現させた Vpr が
G2期停止を起こさずに G1期においてアポトーシスを誘導するが、S期ではア
ポトーシスを誘導しないことが示された。しかし、HIV-1 感染細胞では G1 期
が短縮されているため、Vprによる G1期におけるアポトーシスの誘導が抑制さ
れ、効率的に G2 期停止が誘導される可能性がある。このことは、HIV-1 複製
における G2 期の重要性からも支持される。以上のことから、HIV-1 感染細胞
の細胞周期は、効率的なウイルス複製のために Vpr および Vif により最適化さ
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れていると考えられる。 
 Vprは DCAF1等とユビキチンリガーゼ複合体を形成し、MUS81の分解を介
して G2 期停止を誘導する(27-32)。この複合体は、核内においてクロマチンに
結合したフォーカスとして観察される(77)。Maudetらは Vprが DCAF1との結
合により、G2期停止依存的および非依存的に細胞の増殖を抑制することを示し
た(78)。さらに、Huang らは、このユビキチンリガーゼ複合体を介して、Vpr
がMfn2を分解しアポトーシスを誘導することを報告した(35)。本実験の結果か
ら、Vprは G2期停止を誘導するとともに G2期停止後、M期や G1期において
アポトーシスを誘導することが明らかになった。以上のことから、Vpr の機能
の変化は Vpr に結合し、ユビキチン・プロテアソーム依存的に分解される宿主
因子によって決定されると考えられる。Vpr が G2 期停止を起こさずにアポト
ーシスを誘導する場合、Mfn2 が Vpr 発現後、直ちにユビキチン化され分解さ
れることが推測される。対照的に、Vpr が G2 期停止を誘導する場合、まず
MUS81 が Vpr と結合し、ユビキチン化により分解されると考えられる。一方
で、細胞周期を同調させた HeLa/Fucci2細胞に、アデノウイルスベクターを用
いて Vpr を発現させライブイメージングを行った結果、S 期でのアポトーシス
は認められず、約 97.7％の Vpr発現細胞が G2期停止を起こし、約 5.5％の細胞
においてのみ G2 期においてアポトーシスが誘導された。このことから、Vpr
による Mfn2 の分解は、S 期および G2 期には起こらない可能性が示唆された。
今後、Vpr による細胞周期とアポトーシスの制御の分子機能的な関係を詳細に
明らかにするために、Mfn2の分解と細胞周期の動態の関係性の詳細な解析が必
要であると考えられる。 
 なぜ、Vprは G2期停止を誘導し、G1期またはM期においてアポトーシスを
誘導するのだろうか？HIV-1感染細胞において、LTRからの転写は細胞周期の
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G2期に最大となることが知られている(44,45)。つまり、Vprは G2期停止を誘
導することでウイルスの複製にとって、より良い細胞内環境を継続させている
と考えられている。HIV-1のmRNAの転写後、翻訳、集合、そして出芽の課程
が HIV-1 粒子の放出には必要であり、G2 期停止後、直ちに Vpr によってアポ
トーシスが誘導された場合、ウイルス粒子の形成が不完全になってしまう可能
性がある。そのため、Vprは G2期停止直後の G2期ではなく、細胞周期が進行
した M期または G1期においてアポトーシスを誘導するのではないだろうか。
HIVの病原性に対する Vprの効果をより詳細に理解するためには、HIV-1感染
細胞における Vpr 誘導性 G2 期停止とアポトーシスの直接的および間接的な影
響を明らかにする必要があり、今後さらなる詳細な研究が望まれる。また、HIV-1
には Vpr 以外にもアポトーシスを惹起するタンパク質がコードされていること
から、HIV-1感染細胞におけるアポトーシスも Vpr発現細胞と同様に、M期ま
たは G1 期において誘導されるのかどうかを明らかにすることは非常に興味深
い。それらを成し得るためには、Fucciを発現する CD4陽性リンパ球由来細胞
株の作製、および浮遊系細胞において長時間のライブイメージングを可能とす
る、新たなイメージング系の構築が必要である。 
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第 2 章 Vpr による G2 期停止関連新規宿主因子
の探索  
2-1. 緒言  
Vpr は、ATR の活性化を介して DNA ダメージチェックポイントを活性化す
る(33,34)。Vprにより活性化した ATRは、細胞周期チェックポイントに必須な
checkpoin kinase 1（Chk1）をリン酸化し、結果として G2期停止が誘導され
る(79)。また、Vprによる ATRの活性化には、Vprが DCAF1等とユビキチン
リガーゼ複合体を形成する必要がある(27-32)。このユビキチンリガーゼ複合体
は、G2 期停止を誘導するために、ユビキチンの 48 番目のリジン残基を介した
ユビキチン化により、MUS81のプロテアソーム依存的な分解を促進していると
考えられている(26,80)。事実、ユビキチンリガーゼ複合体を形成している宿主
因子 DCAF1、DDB1 または CUL4A の siRNA を用いたノックダウンは、Vpr
誘導性 G2期停止を顕著に抑制する(81)。このように、Vpr誘導性 G2期停止の
分子機構は明らかになりつつあるが、まだ未同定の宿主因子が G2期停止に関与
している可能性が残されている。 
Huntingtin interacting protein 1（HIP1）は、主に脳に発現する、ハンチン
トン病の原因タンパク質である Huntingtinと結合する 116 kDaのタンパク質
として同定された(82,83)。huntingtin遺伝子の第 1エキソンにはグルタミンを
コードするトリプレット CAGの繰り返し配列が存在する。この繰り返し配列が
病原性遺伝子の場合には増加し、結果としてグルタミンの連続が長い異常な
Huntingtin が発現する(84)。この異常な Huntingtin のグルタミンの連続が長
ければ長いほど HIP1 との結合は弱くなる(82)。このことから、Huntingtin と
HIP1 の結合がハンチントン病の発症に関与していると考えられている。HIP1
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は N末端にエンドサイトーシス関連タンパク質に特異的な AP180 N-terminal 
homology（ANTH）イノシトール脂質結合ドメイン、中央にクラスリンのリク
ルートに関与する短いモチーフを有するコイルドコイルドメイン、および
talin-HIP1/R/Sla2p actin-tethering C-terminal homology（THATCH）ドメイ
ンを持つ(85-87)。その機能は、クラスリンを介したエンドサイトーシスに関与
するだけでなく、多くのがん細胞において HIP1 の高発現が認められることか
ら、ガン化への関与も示唆されている(88)。また、C末端には、核移行シグナル
（nuclear localization signal; NLS）を有している。HIP1はこの NLSを介し
て核移行する際、HIP1 protein interactor（HIPPI）を細胞質から核内へと輸送
する(89)。しかし、HIP1はシャトリングタンパク質であり、核移行に続いて核
外移行し、主に細胞質に局在する。 
本研究では、Vpr誘導性G2期停止の分子機構の解明を目的とし、CELAVIEW 
RS100を用いた、Vpr誘導性 G2期停止を抑制する siRNAの探索を行った。ま
た、スクリーニングにより同定された G2期停止関連因子について、その因子の
Vpr誘導性 G2期停止に対する機能解析を行った。 
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2-2. 材料と方法  
細胞培養とプラスミドおよび siRNA の導入法 
 HeLa細胞および 293T細胞（ヒト胎児腎細胞由来細胞株）は、10％ FBSお
よび Pen-Strep Glutamine添加 DMEMにて培養した。健常人血液から遠心分
離によりヒト末梢血単核球（peripheral blood mononuclear cell; PBMC）を回
収し、抗ヒト CD14 mouse MAb結合MicroBeads（Miltenyi Biotec社製）およ
びマグネティックセルソータ （ーMACS、Miltenyi Biotec社製）を用いて CD14
陽性細胞を分離し、MACS buffer [PBS、2 mM EDTA、0.5% BSA]で洗浄後、
CD14陽性細胞を精製した。CD14陽性細胞を 5% AB serum（SIGMA社製）、
10% FBS（Cell Culture Bioscience社製）および 20 ng/ml macrophage-colony 
stimulating factor（M-CSF, PEPROTECH 社製）および 1x Glutamax
（Invitrogen社製）添加 RPMIにて 37℃で 1週間培養し、MDMに分化誘導し
た。 
 プラスミドと siRNA の共導入およびプラスミド単独の導入には
Lipofectamine 2000（ Invitrogen 社製）を使用した。siRNA の導入には
Lipofectamine RNAi MAX（Invitrogen社製）を使用した。 
 
プラスミド 
Flag-mRFP/pCAGGS、Flag-mRFP-Flag-Vpr/pCAGGS、pCAGGS/HAおよ
び pCAGGS/HA-Vpr は 間 教 授 よ り 分 与 し て い た だ い た 。
Flag-mRFP-Flag-R80A/pCAGGSは以下のように作製した。pME18Neo-R80A
および Flag-mRFP-Flag-Vpr/pCAGGS を制限酵素 EcoRV および NotI で処理
し、2種類の断片をライゲートした。pCAGGS/HA-HIP1は以下のように作製し
た。HeLa細胞から RNAを単離・精製し、oligo-dT プライマーを用いて Reverse 
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Transcription Polymerase Chain Reactionにより cDNAを増幅した。cDNAを
鋳 型 と し 、 5’-AAAGATATCGAAGCAGGTGCCCAACCC-3’ お よ び
5’-AAAGCGGCCGCCTATTCTTTTTCGGTTACCACTTC-3’をプライマーに利
用し、PCR法により HIP1をコードしている DNAを増幅した。PCR産物およ
び pCAGGS/HA-Vprを制限酵素 EcoRVおよび NotIで処理し、2種類の断片を
ライゲートした。 siRNAにより分解されないように HIP1の塩基配列にサイレ
ント変異を入れた siR-HIP1発現ベクター（pCAGGS/HA-siR-HIP1）は以下の
ように作製した。まず、3’末端を欠損させた HIP1をコードする DNAと 5’末端
を欠損させた HIP1 をコードする DNA を pCAGGS/HA-HIP1 を鋳型とし、そ
れ ぞ れ 5’-AAAGATATCGAAGCAGGTGCCCAACCC-3’ お よ び
5’-TTCATGAGAGCAGACCATCAGTTCTTC-3’ 、
5’-GAAGAACTGATGGTCTGCTCTCATGAA-3’ お よ び
5’-AAAGCGGCCGCCTATTCTTTTTCGGTTACCACTTC-3’ をプライマーに
利用し、PCR 法により DNA を増幅した。2 種類の断片をアニールし、末端の
平 滑 化 を PCR 法 に よ り 行 っ た 。 こ の PCR 産 物 を 鋳 型 と し 、
5’-AAAGATATCGAAGCAGGTGCCCAACCC-3’ お よ び
5’-AAAGCGGCCGCCTATTCTTTTTCGGTTACCACTTC-3’をプライマーに利
用し、PCR 法により DNA を増幅した。PCR 産物および pCAGGS/HA-HIP1
を制限酵素 EcoRVおよび NotΙにて処理し、2種類の断片をライゲートした。
pGEX-6P-3/HIP1 は以下のように作製した。pCAGGS/HA-HIP1 を鋳型とし、
5’-AAAGATATCTGAAGCAGGTGCCCAACCC-3’ お よ び
5’-AAACTCGAGCTATTCTTTTTCGGTTACCACTTC-3 をプライマーに利用し、
PCR 法により HIP1 をコードする DNA を増幅した。PCR 産物を制限酵素
EcoRVおよび XhoIにて処理し、pGEX-6P-3に導入した。 
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Vpr 誘導性 G2 期停止関連因子のスクリーニング法 
CELAVIEW RS100による一次スクリーニング 
 HeLa 細 胞 を 24 穴 プ レ ー ト に 播 種 し 、 siRNA を
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1と共導入するか単独導入した。48時間後
に Hoechst 33342を含む 3.6% ホルムアルデヒドで 10分間、室温で固定および
DNA を 染 色 し 、 細 胞 を PBS に て 3 回 洗 浄 し た 。
pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 および siRNA の共導入の際には 200 個
以上の ZsGreen1 陽性細胞を、siRNA を単独導入した際には 1000 個以上の細
胞を CELAVIEW RS100により観察し、核内の DNA量を定量した。 
フローサイトメーターによる二次スクリーニング 
HeLa 細 胞 に pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1 ま た は
pME18Neo/Flag-IRES-ZsGreen1および siRNAを共導入した。48時間後に細
胞を回収し、1% ホルムアルデヒドで 30分間、氷上で固定した。その後、70% 
エタノールにて 2時間、氷上で細胞を固定し、RNaseA（200 µg/ml）を添加後、
37℃にて 30分間反応させた。PI（50 µg/ml）を添加し、37℃にて 10分間、遮
光状態で DNAを染色した。FACS Caliburにより 7,000個以上の ZsGreen1発
現細胞を取得して、Cell Quest softwareにて PIの蛍光強度を測定した。最終
的に、ModFit LT Softwareにて細胞周期の割合を解析した。 
 
SDS-PAGE と Western blot 
 細胞を回収し、RIPA bufferに懸濁し氷上で30分間静置した。15,000 rpm, 4℃, 
5分間遠心し、上清のみを回収した後、BCA assayにより上清中のタンパク質の
濃度を定量した。等量のタンパク質をSDSサンプルバッファーと混和し、100 ℃
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で5分間熱処理した。SDS-PAGEによりタンパク質を分離し、Western blotを行
った。一次抗体には、抗Flag M2 mouse MAb、抗Flag rabbit polyclonal antibody
（SIGMA社製）、抗HIP1 mouse MAb（Novus Biologicals社製）、および抗
β-actin mouse MAbを、二次抗体には、HRP標識抗mouse IgG抗体およびHRP
標識抗rabbit IgG抗体を用いた。シグナルの検出にはSuperSignal West Pico 
chemiluminescent substrateを使用した。 
 
ZsGreen1 発現細胞の CELAVIEW RS100 を用いた細胞周期解析 
 HeLa細胞を 24穴プレートに播種し、pME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1
または pME18Neo/Flag -IRES-ZsGreen1および HIP1に対する siRNAを導入
した。48時間後に Hoechst 33342を含む 3.6% ホルムアルデヒドで 10分間、
室温で固定および DNAを染色し、細胞を PBSにて 3回洗浄した。CELAVIEW 
RS100 により 200 個以上の ZsGreen1 陽性細胞を観察し、DNA 量の定量を行
い、G2/M:G1の値を算出した。 
 
蛍光抗体法およびCELAVIEW RS100を用いた細胞周期解析 
全タンパク質検出法 
 HeLa細胞にプラスミドを導入し、48時間培養した。3.6% ホルムアルデヒド
で10分間、室温で固定し、氷上で5分間、0.2% Triton X-100で透過処理した。
5% スキムミルク溶液でブロッキング後、一次抗体と室温で1時間反応させた。
その後、二次抗体と室温で1時間反応させ、Hoechst 33342を用いて核を染色し
た後、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000D）により細胞を観察した。また、
CELAVIEW RS100を用いて蛍光標識抗体陽性細胞のDNA量の定量を行った。 
核内タンパク質検出法 
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 HeLa細胞にプラスミドを導入し、48時間培養した。40 µg/mlのジギトニンで
3分間、氷上で細胞膜のみ透過処理し、PBSで洗浄後、0.025% Triton X-100で5
分間処理し、細胞質中のタンパク質を溶出させた。3.6% ホルムアルデヒドで10
分間、室温で固定し、氷上で5分間、0.2% Triton X-100で透過処理した。5% ス
キムミルク溶液でブロッキング後、一次抗体と室温で1時間反応させた。その後、
二次抗体と室温で1時間反応させ、Hoechst 33342を用いて核を染色した後、共
焦点レーザー顕微鏡（FV1000D）により細胞を観察した。また、CELAVIEW 
RS100を用いて蛍光標識抗体陽性細胞のDNA量の定量を行った。 
 一次抗体には、抗Flag rabbit polyclonal antibody、抗HA mouse MAb（MBL
社製）、および抗phospho-Histone H2A.X (Ser139) mouse MAb（Millipore社製）
を、二次抗体には、Alexa fluoro488標識抗rabbit IgG抗体（Molecular Prove社
製）、Alexa fluoro594標識抗mouse IgG抗体を使用した。 
 
免疫沈降法 
 HeLa細胞にプラスミドを導入し、48時間培養した。細胞を回収し、Lysis 
Buffer [10 mM Tris-HCl (pH7.4)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1% NP40]
に懸濁し氷上で30分間静置した。15,000 rpm、4℃にて5分間遠心し、上清を回
収した後、BCA assayにより上清中のタンパク質の濃度を定量した。等量のタ
ンパク質とLysis Bufferにて平衡化した抗FLAG M2 affinity gel（SIGMA社製）
を4℃にて2時間、ローテーターを用いて混和した後、6,000 rpm、4℃にて1分間
遠心し、上清を除去した。抗FLAG M2 affinity gelをLysis Bufferにて6回洗浄
し、SDSサンプルバッファーと混和し、100 ℃で5分間熱処理した。SDS-PAGE
によりタンパク質を分離し、Western blotを行った。 
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タンパク質の精製 
monomeric red fluorescent protein（mRFP）、mRFP融合 VprおよびmRFP
融合 R80A は以下のように精製した。Flag-mRFP-Flag-Vpr/pCAGGS、
Flag-mRFP-Flag-R80A/pCAGGSまたは Flag-mRFP/pCAGGSを 293T細胞に
導入し、48時間培養後、細胞を回収した。細胞を Lysis Bufferに懸濁し、氷上
にて 30分間、静置した。15,000 rpm、4℃にて 5分間遠心し、上清を回収した。
回収した上清と Lysis Bufferにて平衡化した抗 FLAG M2 affinity gelを 4℃に
て 18時間ローテーターにより混和した後、6,000 rpm、4℃、1分間遠心し、上
清を除去した。Wash Buffer [10 mM Tris-HCl (pH7.4)、150 mM NaCl、1% 
NP-40] で 5回洗浄し、再度 6,000 rpm、4℃にて 1分間遠心した後、上清を除
去した。Elution Buffer [10 mM Tris-HCl (pH7.4)、150 mM NaCl] 100 µlおよ
び 3 × Flag-peptide（SIGMA社製）8 µgを添加し、4℃、1時間ローテーター
により混和した後、6,000 rpm、4℃にて 1分間遠心し、上清を回収した。Western 
blotにより、それぞれのタンパク質の精製を確認した。 
GSTタンパク質およびGST融合HIP1は以下のように精製した。大腸菌BL21
に pGEX-6P-3または pGEX-6P-3/HIP1をトランスフォーメーションし、LB培
地にて培養した。isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside（SIGMA 社製）を培
地に添加し、17℃にて 24時間震盪培養した。大腸菌を回収した後、BugBuster 
HT Protein Extraction Reagent（Merck Millipore社製）に懸濁し、室温、20
分間ローテータｰにて混和後、6,000 rpm、4℃にて 5分間遠心し、上清を回収し
た。上清に BugBuster HT Protein Extraction Reagent にて平衡化した
glutathion sepharose beads（Amersham社製）を加え、4℃、18時間ローテー
ターにより混和後、glutathion sepharose beads を BugBuster HT Protein 
Extraction Reagentにて 3回洗浄した。coomassie brilliant blue染色にて GST
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タンパク質および GST融合 HIP1の精製を確認した。 
 
GST pull-down 
 GSTまたはGST融合HIP1 を付加したglutathion sepharose beadsをBinding 
Buffer [10 mM Tris-HCl (pH7.4)、300 mM NaCl、1% NP-40]を用いて平衡化
し、mRFP、mRFP融合VprまたはmRFP融合R80Aと4℃にて18時間ローテータ
ーにより混和した。glutathion sepharose beadsをBinding Bufferにて6回洗浄
後、SDSサンプルバッファーと混和し、100 ℃で5分間熱処理した。SDS-PAGE
によりタンパク質を分離し、Western blotを行った。 
 
VSV-G 偽 HIV-1 の作製と感染実験 
pNL43 E-R+または pNL43 E-R-と pVSV-Gを 293T細胞に共導入し、24時
間後に培地交換を行い、48時間後に細胞培養液を回収し、0.45 µm filteration
後、ウイルス液をストックした。ウイルス力価はHIV-1 p24 Antigen Assay Kit
（MBL社製）を用いて ELISA法により p24量を測定することで決定した。 
作製したウイルスは、p24量 4 ng/wellもしくは 20 ng/well にてMDMに接
種した。 
 
ルシフェラーゼアッセイ 
 VSV-G 偽 HIV-1 感染 6 日後におけるルシフェラーゼの活性を
Dual-Luciferase® Reporter Assay System（Promega社製）により測定した。
細胞を PBSにて 1回洗浄後、1× Passive Lysis Bufferを加え、室温で 15分間
震盪した。細胞可溶化液を回収し、15,000 rpmにて 5分間遠心した後、上清を
回収した。回収した上清に Luciferase Assay Substrate を添加し、TriStar 
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LB941（Berthold Technologies社製）によりルシフェラーゼの活性を測定した。 
 
統計解析 
 平均値の差の検定には t検定を用いた。有意確立 p value <0.05のとき統計学
的に有意差があるものとした。 
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2-3. 結果  
Vpr 誘導性 G2 期停止関連因子 Huntingtin interacting protein 1 
（HIP1）の同定 
 Vpr誘導性 G2期停止関連因子を探索するために、256種類の siRNAを含む
siRNA ミニライブラリーを使用してスクリーニングを行った。1 次スクリーニ
ングとして、CELAVIEW RS100を用いてVpr誘導性G2期停止に対する siRNA
の効果と正常な細胞周期に対する siRNAの効果を解析した結果、256種類中 36
種類の siRNAにおいて G2期停止が抑制され、正常な細胞周期への影響が認め
られなかった。2次スクリーニングとして、フローサイトメーターを用いて Vpr
誘導性 G2期停止に対する効果と正常な細胞周期に対する siRNAの効果を再度
検討した。36 種類中 12 種類の siRNA は十分量の siRNA の確保ができなかっ
たため、残りの 24種類において 2次スクリーニングを行った結果、1次スクリ
ーニングの結果が再現された siRNAは 11種類だった（図 12、表１）。その 11
種類の中の一つ、HIP1について以後実験を行った。 
 まず、HIP1 に対する異なる配列を持つ 2 種類の siRNA を使用して、HIP1
のノックダウンを確認した（図 13A）。その 2 種類の siRNA を使用して、Vpr
誘導性 G2期停止に対する効果を再度検討した結果、どちらの siRNAにおいて
も濃度依存的なG2期停止の抑制が認められ、終濃度 10nMになるように siRNA
を加えたときにそれぞれ G2/M:G1の値が約 50％（#1）および 60%（#2）減少
した（図 13B）。以後の実験には、抑制効果の高かった#2の siRNAを使用した。
続いて､HIP1をノックダウンした細胞に、siRNAの標的となる配列に変異を入
れ、siRNA によってノックダウンされない HA-siR-HIP1 を強制発現させた結
果、Vpr誘導性 G2期停止の抑制が部分的にではあるが認められなくなった（図
13C）。これらの結果から、HIP1 は Vpr 誘導性 G2 停止に関与していることが
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明らかになった。さらに、HIP1をノックダウンした細胞を、トポイソメラーゼ
IIの抑制剤で G2期停止を誘導するエトポシドで処理し、エトポシド誘導性 G2
期停止への HIP1の効果を解析した。その結果、HIP1のノックダウンはエトポ
シドによる G2期停止を抑制しなかった（図 14A and B）。以上の結果から、HIP1
が Vpr誘導性 G2期停止特異的に関与していることが示唆された。 
 
Vpr 誘導性 DNA 二本鎖切断に対する HIP1 の効果解析 
 VprはDNA二本鎖切断を介してG2/Mチェックポイントを活性化することが
知られている(33)。そこで、HIP1のノックダウンの Vpr誘導性 DNA二本鎖切
断への影響を解析した。DNA二本鎖切断のマーカーである γ-H2AXのフォーカ
スを蛍光抗体法により標識し、観察したところ、ネガティブコントロールの
siRNAを導入した Vpr発現細胞の約 72.8%が γ-H2AXのフォーカス数が 10個
以上であった。また、Vpr誘導性 DNA二本鎖切断への関与が既に知られている
DCAF1をノックダウンした細胞では、γ-H2AXのフォーカス数が 10個以上の
細胞は約 2.2%だった。一方、興味深いことにHIP1をノックダウンした Vpr発
現細胞における γ-H2AXのフォーカス数が 10個以上の細胞の割合は、ネガティ
ブコントロールの siRNAを導入したVpr発現細胞とほぼ同等で約 76.6%だった。
さらに、HIP1と DCAF1の両因子をノックダウンした細胞における γ-H2AXの
フォーカス数が 10個以上の Vpr発現細胞の割合は、約 6.3%だった（図 15A and 
B）。これらの結果は、HIP1が DNA二本鎖切断を伴わずに G2期停止を誘導し
ていることを示唆している。 
続いて、HIP1と DCAF1が全くの別の経路で Vpr誘導性 G2期停止に関与し
ているかどうかを検証した。HIP1および DCAF1をそれぞれ単独で、または両
因子をノックダウンしたときの、Vpr発現細胞の細胞周期をCELAVIEW RS100
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を用いて解析した結果、HIP1単独のノックダウンでは Vpr誘導性 G2期停止が
約 70%抑制されたのに対し、DCAF1の単独、またはHIP1と DCAF1の両因子
のノックダウンは、G2期停止をほぼ 100%抑制した（図 15C）。これらの結果か
ら、Vprは DNA二本鎖切断を伴う経路と DNA二本鎖切断を伴わずに HIP1を
利用する経路の、二つの経路を介して G2期停止を誘導することが明らかになっ
た。また、そのどちらの経路にも DCAF1が必要であることが示された。 
 
Vpr と HIP1 の結合解析 
 HIP1が関与するVpr誘導性G2期停止誘導機構を解析するため、VprとHIP1
の結合を解析した。まず、HeLa細胞に pME18Neo-FVprを導入し、抗 FLAG M2 
affinity gelを用いて内在性 HIP1と Vprの結合を解析した結果、Flag-Vprは内
在性 HIP1と結合していた（図 16A）。さらに、Vprと HIP1が直接結合してい
るかどうかを解析した。GST-HIP1を大腸菌で発現・精製し（図 16B; coomassie 
brilliant blue染色）、mRFP融合 Vprおよび G2期停止誘導能欠損変異体 R80A 
Vpr(68)（mRFP-Vpr および mRFP-R80A）を 293T 細胞で発現・精製した。
GST pull-down法にてそれらのタンパク質の結合を解析した結果、mRFP-Vpr
と HIP1 の直接結合は認められたが、mRFP-R80A と HIP1 の直接結合は認め
られなかった（図 16B; GST pull-down）。このことから、野性型 Vprと HIP1
は細胞内において直接結合しているが、R80A 変異体 Vpr は HIP1 と直接結合
しないことが示された。 
 
Vpr 発現細胞における HIP1 の局在と細胞周期解析 
 Vprと HIP1の結合が認められたことから、Vpr発現細胞における HIP1の局
在を蛍光抗体法により解析した。Vpr は主に核に局在するタンパク質である。
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一方､HIP1 はシャトリングタンパク質ではあるが、主に細胞質に局在している
(89)。HeLa細胞に pME18Neo、pME18Neo-FVprまたは pME18Neo-R80Aお
よび pCAGGS/HA-HIP1を共導入し、それぞれの局在を解析した結果、Vprを
発現していない細胞では、HA-HIP1 は主に細胞質に局在していたが、野性型
Vpr を発現している細胞において HA-HIP1 の核局在が認められた。一方で、
R80A変異体 Vprを発現させた細胞では、HA-HIP1の核局在はほとんど認めら
れなかった。このことから、Vpr は HIP1 の核局在を促進していることが明ら
かになった（図 17A; (-)）。 
 続いて、核に局在している HIP1 が Vpr 誘導性 G2 期停止には重要であると
考え、核に局在している HIP1 のみを検出する系を確立した。HeLa 細胞に
pME18Neo 、 pME18Neo-FVpr ま た は pME18Neo-R80A お よ び
pCAGGS/HA-HIP1を共導入し、ジギトニンおよび Triton X-100を用いて細胞
質中のタンパク質を溶出させ、核内タンパク質のみを蛍光抗体法により標識す
る事により、核内の HA-HIP1のみを検出することが可能となった。その結果､
R80A変異体 Vprを発現している細胞と比較して、野性型 Vprを発現している
細胞において HA-HIP1の核局在が促進していた（図 17A; (+)、17B）。HA-HIP1
が核に局在している細胞の細胞周期を解析するために、同様の方法で核内
HA-HIP1のみを検出し、CELAVIEW RS100による細胞周期解析を行った。そ
の結果、HA-HIP1の核局在の有無にかかわらず細胞周期を解析した場合と比較
して、野性型VprとR80A変異体Vprのどちらを発現させた場合でも、HA-HIP1
が核に局在している細胞は G2期停止が促進していた（図 17C and D）。 
 このG2期停止の促進がHIP1が単独で核に局在することに由来するかどうか
を解析した。pCAGGS/HA-HIP1 を HeLa 細胞に単独で導入して、ジギトニン
および Triton X-100処理により細胞質中のタンパク質を溶出させ、核内タンパ
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ク質のみを蛍光抗体法により標識し、HA-HIP1が核に局在している細胞の細胞
周期を CELAVIEW RS100 を用いて解析した。その結果、ジギトニンおよび
Triton X-100 処理を行っていない HA-HIP1 発現細胞の細胞周期を解析した場
合と比較して、処理を行うことにより HA-HIP1が核に局在している細胞のみを
選択して細胞周期を解析した場合には、G2/M:G1の値が増加していた（図 18）。
以上の結果から、HIP1は核に局在することで G2期停止を誘導することが明ら
かになった。さらに、Vprは HIP1が核に局在する性質を促進することで、HIP1
が誘導する G2期停止能を促進している可能性が示された。 
 
MDM における HIV-1 感染に対する HIP1 の効果解析 
 HIP1のノックダウンによるVpr誘導性G2期停止の抑制が部分的であるため、
Vpr が HIP1 を介して G2 期停止を誘導する生物学的意義は明確ではない。そ
こで、Vprと HIP1の相互作用の重要性を示すために HIP1ノックダウン細胞を
用いた感染実験を行うことにした｡本来ならば、同定されたHIP1が Vpr誘導性
G2 期停止に関与する新規宿主因子であることから、細胞周期が進行している
CD4陽性リンパ球を用いて感染実験を行うべきである。しかし、これまでにCD4
陽性リンパ球を用いた HIV-1感染では、Vprがウイルス複製に及ぼす影響は明
確では無かった(24)。一方で、MDM を用いた HIV-1 感染において、Vpr がウ
イルス複製を大きく促進していることやその促進に G2 期停止誘導能が関与し
ていることが報告されている(19-21)。そこで、HIP1をノックダウンしたMDM
を用いて HIV-1感染に及ぼす HIP1の影響を解析した。Vprの有無で HIV-1の
感染性に差のある 2 検体から、PBMC を分画し、M-CSF を用いて MDM に分
化誘導した。siRNAを用いてHIP1をノックダウンした最終分化MDM（図 19A）
に、野性型および Vpr欠損 VSV-G偽ウイルスを接種した。マクロファージにお
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ける VSV-G偽ウイルスを用いた感染実験において、Vpr依存的なルシフェラー
ゼ活性の増大は感染 6 日後にも認められることが報告されているため(90,91)、
感染 6日後にルシフェラーゼ活性の測定を行った。野性型 VSV-G偽ウイルスを
HIP1をノックダウンした細胞に感染させた場合において、ルシフェラーゼ活性
がVpr欠損VSV-G偽ウイルスを感染させた場合と同程度まで減少した（図19B）。
このことから、HIP1は Vprを介してマクロファージにおける HIV-1感染を促
進している可能性が示唆された。 
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2-4. 考察  
 本研究において、Vpr誘導性 G2期停止に関与する新規宿主因子として HIP1
の同定に成功した。Vpr は DCAF1 等とユビキチンリガーゼ複合体を形成し、
DNA 二本鎖切断を誘導することで G2 期停止を引き起こすこと(33)が知られて
いるが、HIP1のノックダウンはVpr誘導性DNA二本鎖切断を抑制しなかった。
しかしながら、HIP1のノックダウンによる G2期停止の抑制は約 70％だったの
に対し、DCAF1単独、または DCAF1および HIP1の両因子のノックダウンは
Vpr誘導性 G2期停止を完全に抑制した。このことから、HIP1を介した Vpr誘
導性 G2期停止は、DNA二本鎖切断を伴わないが DCAF1に依存していること
が示された。Vprと HIP1の結合を解析した結果、免疫沈降法により Vprと内
在性 HIP1が結合することが、GST pull-down法により Vprと HIP1が直接結
合することが明らかになった。HIP1 の局在に対する Vpr の影響を調べたとこ
ろ、Vpr発現細胞において HIP1の核局在の促進が認められた。また、HIP1を
単独で強制発現させた場合、HIP1が核に局在する細胞において G2期停止が認
められた。これらの結果は、HIP1が核に局在することで DNA二本鎖切断を介
さない経路でG2期停止を誘導することを示唆している。すなわち、VprはHIP1
と結合することで HIP1の核局在を促進し、HIP1による G2期停止誘導を惹起
していると考えられる。さらに、Vprの有無で感染性に差のある検体を用いて、
MDMにおける HIV-1感染に対する HIP1のノックダウンの影響を解析した。
その結果、Vpr を有するウイルスの感染性のみが HIP1 のノックダウンにより
低下した。このことから、HIP1が Vpr特異的にMDMにおける HIV-1の感染
を促進している可能性が示唆された。 
 HIP1のノックダウンはVpr誘導性G2期停止を部分的にしか抑制できなかっ
た。一方で DCAF1のノックダウンは、G2期停止をほぼ 100%抑制した。これ
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は、Vprが HIP1および DCAF1を利用して G2期停止を誘導する経路と、HIP1
を介さない経路で G2 期停止を誘導するためであると考えられる。事実、Vpr
は DCAF1等とユビキチンリガーゼ複合体を形成し、SLX4の早期活性化を誘導
し、DNA二本鎖切断により G2期停止を誘導する(26)。しかし、この SLX4の
ノックダウンは本研究のHIP1のデータと同様にG2期停止を部分的にしか抑制
できないことが報告された(26)。HIP1のノックダウンが DNA二本鎖切断を抑
制せず、G2期停止も完全には抑制できないことから、Vprは SLX4および HIP1
を介して、DNA 二本鎖切断に依存的な経路と非依存的な経路の 2 つの経路で
G2期停止を誘導すると考えられる。 
 Vpr発現細胞において HIP1の核局在の促進が認められた。どのような機構で
HIP1の核局在が促進されるかは明らかではないが、その可能性として次の２つ、
1）核移行の促進、および 2）核外移行の抑制が、考えられる。Vprの核移行機
序については様々な報告があるが、当研究室においては、Vprが Importin αと
結合することで核移行することを報告している(20,41,42)。Vprと HIP1が結合
することから、Importin α を介した Vpr の核移行の際に HIP1 も同時に核移行
することによって、HIP1 の核局在が促進されるモデルが提唱される。一方で、
Vpr は DCAF1 等と核内においてユビキチンリガーゼ複合体を形成しているこ
とが明らかになっている(77)。また、HIP1 を介した Vpr 誘導性 G2 期停止が
DCAF1に依存していること、および Vprと HIP1が結合していることが本研究
により示された。これらのことから、核内に移行した HIP1 が Vpr と結合し、
Vpr と DCAF1 により核内に停留させられることによって、核外移行が抑制さ
れ、その結果として核局在が促進される可能性も考えられる。これらの可能性
を検証するためには、Vpr と HIP1 が細胞内のどこで結合するのかを明らかに
することが重要である。 
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HIP1 はシャトリングタンパク質として、HIPPI の核移行に必須である(92)。
HIP1を単独で強制発現させたとき、HIP1が核局在している細胞においてわず
かに G2期停止が認められたことから、HIPPIが HIP1による G2期停止に関与
している可能性が考えられる。HIPPI は転写制御因子として、様々な宿主因子
の発現の制御を介して(92,93) 細胞周期の進行に関与している可能性が考えら
れる。HIP1 が核に局在している細胞における HIPPI の局在解析や、遺伝子発
現を網羅的に解析することで、HIP1による G2期停止誘導機構が明らかになる
ことが期待される。 
近年、Vprが MDMにおいて、RNAサイレンシングに重要な RNaseである
Dicerをユビキチン・プロテアソーム系により分解し、ウイルス複製を促進させ
ることが報告された(36)。このことから、MDMにおいて HIP1は Vprが Dicer
を分解するのを促進する役割を担っている可能性がある。具体的には、Vpr と
HIP1が直接結合することから、Dicerと Vprの結合を HIP1がより強固にする
可能性や、HIP1 が Vpr と Dicer の結合を架橋する可能性等が考えられる。こ
れらの可能性を検証するために、HIV-1感染MDMにおけるHIP1および Dicer
の局在解析や結合解析が非常に重要であると考えられる。 
VprはHIP1を介してDNA二本鎖切断非依存的にG2期停止を誘導すること
が明らかになった。また、HIP1がMDMにおける HIV-1感染に Vpr依存的に
関与している可能性が示された。分裂細胞の HeLa 細胞と非分裂細胞の MDM
という大きく異なる 2 種類の細胞において、Vpr が HIP1 という単一の分子を
用いて機能を発揮するということは非常に興味深い。また、HIP1を介した Vpr
誘導性 G2期停止は DNA二本鎖切断を伴わないという点において、これまでに
報告されてきたVprによるG2期停止の誘導機構とは大きく異なっている。DNA
にダメージを与えず HIP1を利用することで G2期停止を誘導することが、果た
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して HIV-1感染にどのように影響を及ぼすのか、その意義の解明が期待される。
さらに、HIP1 と Vpr の結合は新規抗ウイルス薬の標的になると考えられる。
これまでに、Vpr 依存的な抗ウイルス効果を持つ化合物がいくつか報告されて
いるが(90,91,94,95)、実際に臨床に使用されるような化合物は見つかっていな
い。しかし、多剤併用療法において耐性ウイルスの出現は大きな問題であり、
異なる作用点を持った抗ウイルス薬の創製は、今後のエイズ治療に非常に重要
であると考えられ、Vpr と HIP1 の結合は新たな標的となるのではないだろう
か。
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結論  
HeLa/Fucci2細胞および SCAT3.1を用いることで、Vpr誘導性 G2期停止お
よびアポトーシスの可視化に成功した。その結果、Vprは G2期停止を誘導する
にもかかわらず、G2期ではなく主にM期および G1期においてアポトーシスを
誘導することを明らかにした。さらに、Vpr誘導性 G2期停止が部分的にではあ
るが可逆的であること、Vpr がアポトーシスを誘導するためには Vpr の継続的
な発現が重要であることが明らかになった。本研究で使用した、ライブイメー
ジング技術は HIV-1感染細胞に応用することも可能であり、今後、HIV-1感染
と細胞周期およびアポトーシスの関係性の解明が期待される。 
さらに、Vpr誘導性G2期停止関連因子を同定するための CELAVIEW RS100
を用いたスクリーニング系にて、新規 G2期停止関連因子 HIP1を同定した。ま
た、Vprは HIP1の核局在の促進を介して、HIP1による G2期停止誘導を促進
していることを明らかにした。加えて、Vprを有する HIV-1のMDMにおける
感染を HIP1が促進している可能性を示した。このことから、Vprと HIP1の結
合が、新規抗ウイルス薬の標的となり得ると考えられる。 
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図表  
 
5'-LTR
pol
envvpr vpu
3'-LTRgag vif
nef
rev
tat
図1 HIV-1ゲノムの構造
HIV-1は、すべてのレトロウイルスに共通な構造遺伝子gag、pol、env、調節遺伝子
tat、revに加え、アクセサリー遺伝子vpr、vpu、vif、nefを有している。
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翻訳 集合
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細胞
図2 HIV-1の生活環と粒子構造
(A)HIV-1は宿主細胞に吸着・融合後、脱核する。ゲノムRNAがDNAに逆転写され、
preintegration complexを形成し核移行した後にゲノムを宿主ゲノムに組み込み、プロウイ
ルスとなる。プロウイルスからの転写後、新たなウイルス粒子が形成され、細胞から出芽
する。
(B)HIV-1の粒子構造を示す。粒子内にはVpr（赤）が取り込まれている。
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図3 HIV-1 Vprの立体構造
HIV-1 Vprは3つのαヘリックス構造を形成している。
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Vpr
DCAF1
DDB1
CUL4A
ROC1
E2
Ub
Substrate
MUS81の分解
G2期停止
Mfn2の分解
アポトーシス
ユビキチン化
Dicerの分解
MDMにおける
ウイルス複製促進
図4 Vprの機能と宿主因子の分解
VprはDCAF1、DDB1、CUL4A等とユビキチンリガーゼ複合体を形成し、
様々な宿主因子を分解することで機能を発揮する。
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図5 HeLa/Fucci2細胞におけるVpr誘導性アポトーシスとG2期停止の解析
(A)HeLa/Fucci2細胞における細胞周期の進行に伴う蛍光の変化。
(B-D)HeLa/Fucci2細胞にpME18Neo-FVpr、pME18NeoまたはpME18Neo-R80Aを導入し、
72時間培養した。
(B)Flag-Vprおよび活性型Caspase-3の発現をWestern blotにより検出した。
(C)Flag-VprおよびFlag-R80A発現細胞における細胞周期をCELAVIEW RS100にて解析し、細
胞周期ごとの画像を示した。
(D)Flag-VprおよびFlag-R80A発現細胞における細胞周期の割合を算出した。
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β-actin
図6 HeLa/Fucci2細胞におけるVpr誘導性G2期停止とアポトーシスのライブイメージング
(A)HeLa細胞にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFPまたはpME18Neo/Flag-IRES-ECFPを
導入し、24時間後におけるFlag-VprおよびECFPの発現を蛍光抗体法により解析した。
(B-D)HeLa/Fucci2細胞にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFPまたはpME18Neo/Flag-
IRES-ECFPを導入し、24時間培養した。
(B)細胞を回収し、Flag-VprおよびECFPの発現をWestern blotにより解析した。
(C)LCV110を用いて、15分間隔で72時間、ECFP発現細胞のライブイメージングを行った。
細胞周期の動態と細胞死の代表的な8種類のパターン(＊1-8)を示した。時間はトランス
フェクション後の時間、スケールバーは100μmを示す。
(D)ECFP発現細胞の割合の変化を算出した。
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図7 細胞周期を同調させたHeLa/Fucci2細胞におけるVpr誘導性G2期停止とアポトーシスのライブ
イメージング
(A-B)HeLa細 胞 にpAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1ま た はpAdeno-X/IRES-ZsGreen1を
MOI=100で感染させ、72時間培養した。
(A)Flag-Vpr、ZsGreen1および活性型Caspase-3の発現をWestern blotにより解析した。
(B)ZsGreen1陽性細胞における細胞周期をCELAVIEW RS100にて解析した。
(C and D)HeLa/Fucci2細胞にpAdeno-X/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1を0.3％FBS含有DMEMを培地と
してMOI=50で感染させ、23時間培養した。培地を交換した後、LCV110を用いて、15分間隔で
72時間、ZsGreen1陽性細胞のライブイメージングを行った。
(C)細胞周期の動態と細胞死の代表的な6種類のパターン(a-f)を示した。スケールバーは5μmを示す。
(D)ZsGreen1陽性細胞が細胞死を起こした細胞周期の割合を算出した。*p<0.05、**p<0.01とし、
p値はStudent t testにより算出した。
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図8 SCAT3.1およびHeLa/Fucci2細胞を用いたVpr誘導性アポトーシスとG2期停止のライブイ
メージング
(A)HeLa細胞にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-SCAT3.1またはpME18Neo/Flag-IRES-SCAT3.1を
導入し、24時間後におけるFlag-VprおよびSCAT3.1の発現を蛍光抗体法により解析した。
SCAT3.1は440 nmの光で励起し、460-500 nmおよび515-615 nmの蛍光をそれぞれ検出した。
(B-D)HeLa/Fucci2細胞にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ECFPまたはpME18Neo/Flag-IRES-
ECFPを導入し、24時間培養した。
(B)細胞を回収し、Flag-VprおよびSCAT3.1の発現の変化をWestern blotにより解析した。
(C)LCV110を用いて、15分間隔で72時間、SCAT3.1発現細胞のライブイメージングを行った。
細胞周期の動態とアポトーシスの代表的な5種類のパターン(＃1-5)を示した。時間はトランス
フェクション後の時間、スケールバーは100μmを示す。
(D)＃2および＃3細胞のベクター導入後26時間から33時間における530/480の値を測定した。
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図9 DD-Vprを用いたVpr誘導性G2期停止およびアポトーシスの解析
(A)Shield1処理の方法を示した。HeLa細胞にpME18Neo/DD-Vpr-IRES-ZsGreen1(I-V)または
pME18Neo/DD-IRES-ZsGreen1(i and ii)を導入し、24時間培養した。細胞を500 nMの
Shield1を含まない培地(i and I)およびShield1を含む培地(ii and II)で24時間培養し、Shield1を
洗い流した。Shield1を含まない培地(IV)またはShield1を含む培地(V)において、さらに24時間
培養した。
(B)i、ii、I、IIにおけるDD-VprおよびZsGreen1の発現を蛍光抗体法により解析した。スケール
バーは10μmを示す。
(C)i、ii、I、II、III、IV、Vにおいて細胞を回収し、DD-Vpr、DD-tag、およびZsGreen1の発
現をWestern blotにより解析した。
(D)i、ii、I、II、III、IV、Vにおいて細胞を回収し、フローサイトメーターを用いて
ZsGreen1陽性細胞の細胞周期を解析した。右上の数字はG2/M期の細胞の割合を示す。
(E)i、ii、I、II、III、IV、Vにおいて細胞を回収し、フローサイトメーターを用いて
ZsGreen1陽性細胞のCaspase-3の活性を解析した。右上の数字は活性型Caspase-3陽性細胞の割
合を示す。
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β-actin
β-actin
図10 DD-VprおよびHeLa/Fucci2細胞を用いたライブイメージングによるVpr誘導性G2期停止お
よびアポトーシスの解析
(A)Shield1処理の方法を示した。HeLa/Fucci2細胞にpME18Neo/DD-Vpr-IRES-ECFPを導入し、
24時間培養した。細胞を500 nMのShield1を含まない培地(i)およびShield1を含む培地(ii and iii)で
23時間培養し（一次培養）、Shield1を洗い流した。Shield1を含まない培地 (i and iii)または
Shield1を含む培地(ii)において、さらに49時間培養した（二次培養）。
(B)それぞれの条件において細胞を回収し、DD-VprおよびECFPの発現をWestern blotにより解析
した。
(C)二次培養開始1時間後から、ECFP陽性かつFucci2の蛍光が黄色の細胞を選択し（☆1-6）、
LCV110を用いて15分間隔で48時間ライブイメージングを行った。左上の時間は二次培養開始から
の時間を、スケールバーは100μmを示す。
(D)それぞれの条件におけるECFP陽性細胞数を算出した。
(E)それぞれの条件におけるECFP陽性細胞の正常に細胞分裂をした細胞の割合、G2期停止を継続
していた細胞の割合、アポトーシスを起こした細胞の割合、異常な細胞分裂を起こした細胞の割合
を算出した。
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図11 Vpr誘導性G2期停止とアポトーシスの時間的な関係のモデル
(A)VprはG2期停止を伴わずにG1期(a)、S期またはG2期(b)においてアポトーシスを誘導
した。さらに、G2期停止後、長期のmitotic cell roundingを起こしてから (c)、mis-
segregationや異常な細胞分裂の後(d)にもアポトーシスを誘導した。アポトーシスを起こ
さなかった細胞は、微小核などを有した状態で細胞周期を進行させるか(e)、G2期停止を
継続していた(f)。また、このときのアポトーシスは全てCaspase-3依存的だった。
(B)Vprの発現を約1日で停止させた場合、その細胞が辿る運命は、正常な細胞分裂(a)、
G2期停止の継続(b)、G2期停止の後にアポトーシスを起こす(c)、G2期停止の後に異常な
細胞分裂を起こす(d)の4種類に分類された。太い矢印はG2期停止を、破線矢印は長期の
mitotic cell roundingを、灰色の矢頭はCaspase-3が活性化したことを示す。
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図12 Vpr誘導性G2期停止を抑制するsiRNAのスクリーニング法
Vpr誘導性G2期停止を抑制するsiRNAのスクリーニング法を示した。一次
スクリーニングには、CELAVIEW RS100を用いて、二次スクリーニング
にはフローサイトメーターを用いてG2期停止抑制能および正常な細胞周
期への影響を解析した。
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＊
＊：36種類中12種類は十分な量のsiRNAを確保できなかった。
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図13 Vpr誘導性G2期停止へのHIP1ノックダウンの効果
(A and B)HeLa細胞にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1またはpME18Neo/Flag-IRES-
ZsGreen1およびHIP1に対する異なる配列を有する2種類のsiRNAを終濃度1-10 nMになるように
それぞれ導入し、48時間培養した。
(A)細胞を回収し、Flag-VprおよびHIP1の発現をWestern blotにより解析した。
(B)CELAVIEW RS100を用いてZsGreen1陽性細胞の細胞周期を解析した。
(C)HeLa細胞にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1、siRNAによって分解されない塩基配列を
持つsiR-HIP1発現ベクターpCAGGS/HA-siR-HIP1およびHIP1に対するsiRNAを導入し、48時
間培養後、CELAVIEW RS100を用いてZsGreen1陽性細胞の細胞周期を解析した。*p<0.05、
**p<0.01とし、p値はStudent t testにより算出した。
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図14 エトポシド誘導性G2期停止へのHIP1ノックダウンの効果解析
(A and B)HeLa細胞にHIP1に対するsiRNAを導入し、24時間培養した後、
エトポシドを終濃度10μMになるように添加して、さらに24時間培養した。
(A)細胞を回収し、HIP1の発現をWestern blotにより解析した。
(B)CELAVIEW RS100を用いて細胞周期を解析した。
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図15 Vpr誘導性DNA二本鎖切断およびG2期停止へのHIP1およびDCAF1ノックダウンの効果解析
(A)HeLa細胞にHIP1およびDCAF1に対するsiRNAを導入した。48時間培養した後、細胞を回収し、
HIP1およびDCAF1の発現をWestern blotにより解析した。
(B and C)HeLa細 胞 にpME18Neo/Flag-Vpr-IRES-ZsGreen1ま た はpME18Neo/Flag-IRES-
ZsGreen1およびHIP1またはDCAF1に対するsiRNAを導入し、48時間培養した。
(B)蛍光抗体法によりDNA二本鎖切断のマーカーであるγ-H2AXのフォーカスを標識し、共焦点
レーザー顕微鏡を用いて観察した。100個以上のZsGreen1陽性細胞におけるγ-H2AXのフォーカス
数が10個以上の細胞の割合を算出し、右上に示した。スケールバーは10μmを示す。
(C)CELAVIEW RS100を用いてZsGreen1陽性細胞の細胞周期を解析した。
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図16 VprとHIP1の結合解析
(A)HeLa細胞にpME18Neo-FVprを導入し、48時間培養した後、細胞を回収した。タンパク質
を抽出し、Anti-FLAG M2 Affinity Gelを用いて免疫沈降を行い、Western blotによりタンパ
ク質を検出した。
(B)大腸菌を用いて発現･精製したGSTまたはGST-HIP1の結合したglutathione sepharose
beadsと293T細胞を用いて発現･精製したmRFP、mRFP-VprおよびmRFP-R80Aを混和し、
GST pull-downを行い、Western blotによりmRFP、mRFP-VprおよびmRFP-R80Aを検出し
た。
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図17 VprとHIP1の局在と細胞周期の解析
(A-D)HeLa細 胞 にpME18Neo、pME18Neo-FVpr、 ま た はpME18Neo-R80Aお よ び
pCAGGS/HA-HIP1を導入し、48時間培養した。DigitoninおよびTriton X-100を用いて細胞
質中のタンパク質を溶出させた後、蛍光抗体法によりFlag-VprおよびHA-HIP1陽性細胞を検
出した。
(A)共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞を観察した。( )はDigitoninおよびTriton X-100処理を
行ったかそうでないかを示す。
(B)DigitoninおよびTriton X-100処理を行った細胞の、Vpr（WTまたはR80A）発現細胞にお
ける、HA-HIP1が核に局在している細胞の割合をCELAVIEW RS100を用いて算出した。
(C)DigitoninおよびTriton X-100処理を行った細胞の、WT Vpr発現細胞中のHA-HIP1陽性ま
たは陰性細胞の細胞周期をCELAVIEW RS100を用いて算出した。
(D)DigitoninおよびTriton X-100処理を行った細胞の、R80A Vpr発現細胞中のHA-HIP1陽性
または陰性細胞の細胞周期をCELAVIEW RS100を用いて算出した。
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図18 HIP1の局在と細胞周期の解析
HeLa細胞にpCAGGS/HA-HIP1を導入し、48時間培養した。Digitoninおよび
Triton X-100を用いて細胞質中のタンパク質を溶出させた後、蛍光抗体法によ
りHA-HIP1発現細胞を検出し、HA-HIP1発現細胞の細胞周期をCELAVIEW
RS100にて算出した。( )はDigitoninおよびTriton X-100処理を行ったかそうで
ないかを示す。**p<0.01とし、p値はStudent t testにより算出した。
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図19 MDMにおけるHIV-1感染に対するHIP1ノックダウンの効果解析
(A and B)ヒト末梢血単核球からCD14陽性リンパ球を単離し、macrophage-colony
stimulating factorを用いてマクロファージに分化誘導した。siRNAを用いて
HIP1をノックダウンし、24時間後に野性型およびVpr欠損VSV-G偽ウイルスをそ
れぞれ感染させた。
(A)siRNA導入後48時間において細胞を回収し、HIP1の発現をWestern blotにより
解析した。
(B)感染6日後におけるルシフェラーゼの活性をルシフェラーゼアッセイにより解析
した。
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